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I.1. Problemas causados por la salinización de los suelos.  
 
La presencia de altas concentraciones de sal en la solución del suelo es uno de los 
factores ambientales de mayor incidencia negativa en la agricultura, al limitar no sólo el 
rendimiento y calidad de las cosechas, sino también el uso potencial de nuevas áreas de 
cultivo (Rhoades y Loveday, 1990; Flowers, 2004). Los procesos de salinización del suelo 
debidos a la actividad humana ocurren generalmente  en zonas semiáridas, en las que los 
factores climáticos (insolación intensa, altas temperaturas, baja pluviosidad) hacen necesario el 
riego de las tierras cultivadas. El uso de aguas de riego de poca calidad, combinada con un 
drenaje insuficiente, resulta en un aumento de la concentración de sales en el suelo y en el 
empobrecimiento de la calidad de los acuíferos (Bressler y Hoffman, 1986; Serrano, 1996). 
Aunque este proceso puede corregirse en parte mediante prácticas agronómicas adecuadas 
(uso de aguas de riego de alta calidad, instalación de sistemas de drenaje y lavado de suelos, 
rectificación de la sodicidad del suelo mediante la adición de óxido o sulfato cálcico), éstas no 
bastan para solventar el problema o son económicamente insostenibles, sobre todo en países 
en vías de desarrollo donde el impacto socioeconómico de la disminución de la productividad 
agrícola es particularmente severo. Es un hecho que muchas plantas de interés agrícola se 
cultivan en entornos donde la sequía y la salinidad son factores constantes (Tester y 
Davenport, 2003). 
Otra forma de afrontar el problema de la salinidad de los suelos es la producción de 
cultivares más halotolerantes. En la naturaleza se encuentran especies naturalmente tolerantes 
(halofitas) que pueden sobrevivir en ambientes con una elevada salinidad (hasta 500 mM de 
NaCl, la concentración del agua marina) y glicofitas que soportan concentraciones salinas 
mucho menores (50-100 mM) (Hasegawa et al., 2000). La mayoría de las especies utilizadas 
en la agricultura pertenecen a este último grupo. Con el fin de obtener cultivos con mayor 
productividad en ambientes salinos, se está potenciando la investigación dirigida al 
conocimiento de los efectos causados por estrés salino, tanto a nivel celular como a nivel de 
organismo, y de los mecanismos naturales que utilizan las plantas como respuestas de 
adaptación frente al estrés. Estos estudios no se centran únicamente en el estrés salino, ya 
que las plantas transgénicas tolerantes a sal a menudo muestran mayor tolerancia hacia otros 
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I.2. Modelos genéticos utilizados en el estudio de los mecanismos relacionados con la 
respuesta a estrés salino y el mantenimiento de la  homeostasis iónica en las 
plantas. 
 
La investigación en este campo comenzó con la identificación de mecanismos celulares 
utilizados para el mantenimiento de la homeostasis iónica y osmótica, como posibles 
determinantes de la tolerancia a salinidad (Tal M., 1990; Hasegawa et al., 1994). Estos 
estudios se realizaron con organismos unicelulares de estructura y manejo sencillos (bacterias, 
levaduras y algas) (Csonka y Hanson, 1991; Prieto et al., 1996; Serrano, 1996; Gustin et al., 
1998). Se postuló que probablemente muchos de los mecanismos de respuesta y adaptación a 
estrés estuvieran conservados filogenéticamente entre especies. Sin embargo hay que 
considerar que las plantas son organismos complejos cuyas células se especializan durante el 
desarrollo, formando tejidos y órganos que determinan las distintas respuestas de adaptación 
responsables de la tolerancia a salinidad por lo que, aunque en muchos casos la información 
proporcionada por los sistemas unicelulares se ha validado en plantas (Pöpping et al., 1996; 
Covic et al., 1999; Urao et al., 1999; Quintero et al., 2000; Quintero et al., 2002), en otros no ha 
resultado aplicable (Munns y Termaat, 1986; Hasegawa et al., 1994; Serrano, 1996; Yeo, 
1998).  
En la naturaleza, como se ha mencionado anteriormente, existen especies halofitas, 
que pertenecen a ambientes salinos, y especies glicofitas, que provienen de ambientes no 
salinos (Adams et al., 1998; Very et al., 1998, Tester y Davenport, 2003). Ambos tipos de 
planta utilizan mecanismos comunes en la tolerancia a salinidad, como la evitación del ión 
tóxico Na
+
 (acumulación en la vacuola o expulsión al exterior celular) y ajustes metabólicos y 
hormonales (acumulación de solutos compatibles y cierre estomático). Adicionalmente, algunas 
especies halofitas han desarrollado estructuras especializadas, que funcionan como sumideros 
para el exceso de sal (Hasegawa et al, 2000; Zhu, 2003). Una de las primeras aproximaciones 
moleculares utilizadas para identificar las diferencias entre plantas halotolerantes y 
halosensibles consistió en la secuenciación de las EST (Expressed Sequence Tags) de la 
especie halofita Mesembryanthemum crystallinum (Cushman et al., 1999) y el alga verde 
halotolerante Dunaliella salina en condiciones control y en condiciones de estrés (Gokhman et 
al., 1998). Aunque se hallaron diferencias, éstas estaban relacionadas mayoritariamente con el 
perfil diferencial de expresión de genes que también están presentes en especies glicofitas 
(Hasegawa et al., 2000; Cushman y Bohnert, 2000).  Podría decirse que en la mayoría de los 
casos las especies halofitas y glicofitas comparten mecanismos de resistencia al estrés salino, 
y que las diferencias entre ellas es de tipo cuantitativo. Como ejemplo ilustrativo puede 
mencionarse el caso de Thelungiella halophila, una especie halofita cuyo genoma exhibe un 
90-95% de identidad de secuencia con el de Arabidopsis. El perfil de la transcripción de los 
genes de ambas especies en condiciones estándar y de estrés salino muestra diferencias en la 
cantidad y el momento de expresión de los mismos genes: Thelungiella expresa en condiciones 
control más de 40 genes que Arabidopsis sólo expresa en condiciones de estrés abiótico o 
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ataque de patógenos. Probablemente, estas diferencias regulatorias permiten a las especies 
halofitas superar situaciones de estrés osmótico o iónico severo, que provocan efectos 
deletéreos, e incluso letales, sobre las especies glicofitas (Taji et al., 2004).  
La disponibilidad de mapas genéticos de alta densidad, que incluyen la posición de 
cientos de marcadores y el desarrollo de herramientas informáticas cada vez más poderosas, 
que permiten rastrear los diferentes QTL (Quantitative Trait Loci o loci de caracteres 
cuantitativos), han hecho posible el estudio  de la variabilidad natural de sistemas modelo como 
Arabidopsis (Yano, 2001; Quesada et al., 2002). Recientemente se ha desarrollado un gran 
número de estudios para identificar QTL relacionadas con la resistencia a estrés biótico y 
abiótico (salinidad), la productividad y la precocidad en especies con interés agronómico como 
el arroz (McCouch y Doerge, 1995; Koyama et al., 2001).  El análisis de variaciones alélicas de 
genes relacionados con el mantenimiento de la homeostasis iónica también ha permitido la 
identificación de aquellas que son más activas y que dan lugar a cultivares más resistentes a 
estrés. El alelo NSKC1 del gen OsHKT8, presente en la variedad halotolerante Nona Bokra 
codifica una proteína transportadora específica para Na
+
 que es un 30% más activa que el alelo 
KSKC1. Esta pequeña diferencia en actividad es la que determina la mayor tolerancia de este 
cultivar frente a otras variedades más sensibles a sal como Zhonghua 11 (Ren et al., 2005). En 
los ecotipos Tsu-1 y Ts-1 de Arabidopsis una deleción de una repetición en tandem en la región 
del promotor del gen AtHKT1 (~5 Kb aguas arriba del codón de inicio de la traducción) es la 
responsable de que el nivel de expresión de AtHKT1 disminuya notablemente en las raíces. 
Esta variación cosegrega con la mayor tolerancia a Na
+
 y la  mayor acumulación de Na
+
 en la 
parte aérea que exhiben las plantas de estos ecotipos respecto al ecotipo Columbia (Rus et al., 
2006). En trigo, los cultivares de trigo duro (Triticum turgidum L. subsp. durum) presentan una 
mayor sensibilidad frente a estrés salino que el trigo blando (Triticum aestivum), aunque estas 
diferencias de sensibilidad no parecen relacionadas con variaciones alélicas de un gen sino 
con la ausencia de HKT1;5 en el genoma A del trigo duro (Byrt et al., 2007). 
 
I.3. Efectos fisiológicos del estrés salino sobre las plantas.  
 
Una característica que diferencia a las plantas de otros seres pluricelulares complejos 
es que se trata de organismos sésiles. Esta característica las obliga a enfrentarse a una serie 
de alteraciones en el medio que las rodea, que pueden suponer distintos tipos de estrés 
abiótico, como la salinidad del suelo, la sequía o el frío. El estrés salino causa una serie de 
efectos fisiológicos primarios, clasificados como estrés osmótico e iónico, y un conjunto de 
efectos secundarios, derivados de los anteriores, entre los que se encuentran el estrés 
oxidativo, deficiencias en la absorción de potasio, genotoxicidad, disminución del tamaño 
celular, defectos en la fotosíntesis y disminución de la tasa de evapotranspiración (Tabla I.1). 
Todos estos efectos son negativos para el crecimiento, el desarrollo y la supervivencia de las 
plantas, por lo que éstas han desarrollado una serie de respuestas de adaptación para 
contrarrestarlos (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Zhu, 2001a; Zhu, 2002). 




Tabla I.1. Efectos primarios y secundarios del estrés salino sobre las plantas. 
 
 
El agua es una molécula indispensable para cualquier ser vivo. A nivel celular, es el 
solvente donde se encuentran las moléculas hidrófilas y tienen lugar todas las reacciones 
bioquímicas, e interviene como reactivo en eventos tan importantes como la fotosíntesis y da 
forma a las membranas. A nivel de la planta completa, el agua fluye desde la raíz a las hojas, 
gracias a la corriente creada por la transpiración, actuando como conductora para los 
nutrientes y las hormonas (Hohmann, 1997). Una alta concentración de sal en el suelo causará 
estrés hiperosmótico, que tendrá como consecuencia una disminución en la toma de agua por 
parte de la planta. Esto se traducirá, a las pocas horas de la exposición a este estrés, en el 
enlentecimiento del crecimiento tanto de las raíces como de la parte aérea, debido a la pérdida 
de turgencia de las células, que restringirá la expansión celular, y al cierre estomático, que 
conllevará un menor aporte de CO2 y por tanto una disminución en la tasa de fotosíntesis. Se 
ha sugerido que el estrés osmótico actúa en primer lugar, provocando una disminución del 
crecimiento de la planta, regulada a través de señales inhibitorias desde la raíz a las hojas. El  
ABA podría intervenir en mecanismos de transmisión de estas señales inhibitorias, ya que es 
producido por las plantas en presencia de estrés osmótico y también activa directamente 
mecanismos que inhiben la división y expansión celular (Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002 ; 
Zhu, 2001b, 2002). El estrés iónico actuaría a más largo plazo, ya que la acumulación tóxica de 
iones se produce de forma progresiva (Munns, 1993; Munns 2002).  
Otros efectos primarios del estrés salino son la toxicidad iónica y el desequilibrio 
electroquímico. En condiciones fisiológicas, en las que las células se encuentran en situación 
de homeostasis, las concentraciones de los principales iones inorgánicos en el citosol son 100 
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a 200 mM de K
+




, 100 a 200 nM de Ca
2+ 
y unos 100 nM de H
+
 (Niu et al., 





, que son inhibidores de muchos procesos celulares. En líneas generales, el 
estrés salino se puede asimilar al estrés sódico, que afecta directamente a procesos 
bioquímicos y fisiológicos a concentraciones en torno a 100 mM (Serrano, 1996). La toxicidad 
metabólica provocada por Na
+
 se debe principalmente a la competición del Na
+
 con el K
+
 por 
unirse a los sitios específicos para este catión que se encuentran en enzimas esenciales para 
el funcionamiento celular (Bhandal y Malik, 1988). Una de las más importantes causas de la 
toxicidad iónica provocada por Na
+
 es la inhibición de la síntesis de proteínas que se produce 




 es alta, ya que  la unión del tRNA al ribosoma es 
dependiente de K
+ 
(Blaha et al. 2000). El Na
+
 también afecta negativamente al procesamiento 
de los pre-mRNA, probablemente sustituyendo a los iones Mg
2+ 
en el spliceosoma (Forment et 
al. 2002). Además, el Na
+
 interfiere procesos que forman parte de la nutrición vegetal, ya que el 
K
+
 es cofactor de enzimas relacionados con el metabolismo del carbono y de transportadores 
de azúcares. Debido a que la membrana plasmática es muy permeable a potasio, este ión es el 
principal responsable, junto a los protones, de regular el equilibrio electrostático de la célula. 
Una concentración muy elevada de Na
+ 
(400 mM NaCl) provoca un desequilibrio electrostático 
que da lugar a la desnaturalización de enzimas, que al no poder mantener su estructura 
terciaria y cuaternaria, no podrán realizar su función (Wyn Jones y Pollard, 1983).  
Los principales efectos secundarios derivados del estrés salino son la deficiencia en la 
toma de potasio y el estrés oxidativo. Entre los efectos secundarios se incluyen también la 
desregulación de distintos procesos fisiológicos como la fotosíntesis, el cierre estomático y 
crecimiento celular) y la activación de procesos de muerte celular programada (Serrano et al., 
1999; Hasegawa et al., 2000; Rodríguez-Navarro, 2000; Zhu, 2003). En condiciones de elevada 
salinidad la adquisición de K
+
 a través de la raíz se inhibe de forma muy severa. Esto es debido 
a que al tener el Na
+
 y el K
+
 características físico-químicas muy parecidas, el Na
+
 compite con 
el K
+
 por utilizar las vías de entrada a través de la membrana plasmática de las células de la 
raíz. Los sistemas de transporte de K
+
 de alta afinidad en pimiento se inhiben en presencia de 
Na
+
 en la solución nutritiva (siendo la Ki para Na
+
 6.2±1.7) (Martínez-Cordero et al., 2005). 
Además, se ha observado que en plantas de tomate creciendo en un medio sin amonio y en 
presencia de Na
+
, también se reduce el transporte de K
+
 de alta afinidad (Nieves-Cordones et 
al., 2007).  
El estrés salino induce estrés oxidativo debido al aumento en la concentración de ROS 
(del inglés Reactive Oxygen Species), como los radicales superóxido (O
2-
), peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y radicales hidroxilo (OH
-
) (Moran et al., 1994; Borsani et al., 2001). Estas 
moléculas se producen en condiciones normales en procesos metabólicos aeróbicos como la 
respiración y la fotosíntesis (Chinnusamy et al., 2004). El estrés causado por elevadas 
temperaturas, alta radiación luminosa, disminución en la disponibilidad de agua o por elevada 
salinidad afecta a la eficiencia del transporte electrónico fotosintético. Como consecuencia se 
modifica el estado redox de los cloroplastos, lo que puede originar un rápido incremento en las 
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concentración de ROS intracelular (Foyer y Noctor, 2003; Pfannschmidt, 2003). Un moderado 
nivel de ROS induce la activación de los genes de defensa a estrés, mientras que un elevado 
nivel de ROS causa daños oxidativos sobre las membranas lipídicas, las proteínas y los ácidos 
nucleicos, afectando al metabolismo celular (Smirnoff, 1993; Hernández, 2001).  
El estrés salino puede causar también genotoxicidad. El aislamiento del mutante de 
Arabidopsis uvs66, que es hipersensible a UVC, a agentes que causan daños al DNA y 
también al estrés salino, apunta a una relación entre la tolerancia a estrés salino y los 
mecanismos de reparación del DNA (Albinsky et al., 1999). 
 
I.4. Respuestas de adaptación de las plantas frente a estrés. 
 
El estrés salino dispara una serie rutas de señalización que activan las repuestas de 
adaptación que llevan a la planta a la tolerancia (Zhu, 2002). Las respuestas de adaptación son 
una serie de procesos interconectados (Figura I.1), que se pueden clasificar en: 
Mantenimiento de la homeostasis. La homeostasis iónica se restaura gracias a la 
intervención de diversos transportadores y canales iónicos y, en general, se lleva a cabo a dos 
niveles: limitación de la entrada de Na
+
, tanto a nivel celular como de organismo, a través de la 
regulación de la actividad de canales y transportadores de Na
+
, y mantenimiento de una baja 
concentración de Na
+
 en el citosol, mediante la extrusión fuera de la célula y el almacenamiento 
en la vacuola, donde además puede utilizarse como osmolito. Para mantener la homeostasis 
osmótica e hídrica las plantas acumulan osmolitos compatibles en el citosol y/o en la vacuola 
con el fin de disminuir el potencial osmótico intracelular y poder restaurar la absorción de agua 
en los suelos salinos (Zhu et al., 1997) (apartado I.6.1). La acumulación de osmolitos 
compatibles también es fundamental para la detoxificación de ROS, como se describe a 
continuación. A la producción de estos osmolitos hay que sumar el funcionamiento de los 
canales de agua (acuaporinas), que controlan la velocidad y el flujo de agua a través de las 
membranas celulares, en condiciones de estrés salino (Chrispeels et al., 1999). 
Detoxificación del estrés oxidativo. Debe actuar tempranamente para prevenir o 
aliviar los daños debidos a la actividad de las ROS, cuya producción se eleva en las células 
vegetales como consecuencia del estrés (Borsani et al., 2001). La detoxificación supone  una 
respuesta molecular compleja, que se basa en la producción de proteínas de resistencia a 
estrés oxidativo y de osmolitos compatibles, que actúan eliminando ROS o evitando el daño 
producido por éstas a las estructuras celulares (Hasegawa et al., 2000; Chinnusamy et al., 
2005). El conocimiento de estas funciones detoxificadoras se ha aplicado en la producción de 
plantas transgénicas más tolerantes a la salinidad que sobreexpresan enzimas implicadas en la 
protección frente a estrés oxidativo, como la glutatión peroxidasa, la superoxido dismutasa, la 
ascorbato peroxidasa y la glutatión reductasa (Roxas et al., 1997; 2000; Allen et al., 1997). Los 
osmolitos como manitol, fructosa, trehalosa, ononitol, prolina, glicinabetaína y ectoína también 
actúan en la detoxificación oxidativa ya que intervienen en la eliminación y/o reciclado de las 
ROS (Shen et al., 1997) (apartado I.6.2).  
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Inhibición del crecimiento. El estrés salino y otros tipos de estrés abiótico inhiben el 
crecimiento de las plantas. La activación del cierre estomático como consecuencia del estrés 
salino provoca la inhibición del flujo evapotranspiratorio, que produce una limitación en la 
entrada de dióxido de carbono en la cámara subestomática. Como consecuencia se produce 
una disminución de la tasa de fotosíntesis y por tanto de la tasa de crecimiento de la planta 
(Hasegawa et al., 2000). El estrés abiótico produce también una reducción en la expansión y la 
división celular, aunque las vías de señalización que lo conecta a estos procesos todavía no se 
ha identificado. Es probable que esta regulación se produzca a través de la intervención de 
hormonas vegetales: Se ha observado que en condiciones de estrés abiótico se produce ABA, 
que induce ICK1, el cual a su vez inhibe las quinasas dependientes de ciclina y, por tanto, la 
división celular (Wang et al., 1998). El estrés, además, podría inhibir la elongación celular a 
través de la reducción de la concentración de hormonas que promueven el crecimiento, como 
auxinas, citoquininas, giberelinas y brasinoesteroides. La detención del crecimiento de la planta 
también puede deberse a la activación de los propios genes de respuesta a estrés. Se ha 
observado que la expresión constitutiva de varios genes que sólo se expresan en condiciones 
de estrés, como CBF1, DREB1A, ATHB7 y trehalosa sintasa de levadura, han dado lugar a 
plantas transgénicas con un crecimiento más lento que la silvestre en condiciones estándar de 
cultivo (Liu et al., 1998; Soderman et al., 2000, Holmström et al., 1996; 2000).  
 
I.5. El transporte iónico: mantenimiento de la homeostasis celular y tolerancia a estrés. 
 
El funcionamiento de transportadores iónicos es indispensable para el mantenimiento 
de la homeostasis en la planta. Gracias a la actividad de estas proteínas las plantas toman del 
medio los nutrientes que necesitan, los distribuyen de forma adecuada dentro de las células y 
se deshacen de aquello que les es perjudicial. En el genoma de Arabidopsis se han identificado 
alrededor de 800 proteínas de membrana, de las cuáles un 65% funcionan como 
transportadores de iones inorgánicos y compuestos orgánicos (Saier, 2000). Estos sistemas de 
transporte se pueden clasificar, atendiendo a su propiedades fisicoquímicas y características 
cinéticas, en bombas, transportadores y canales. Las bombas aprovechan la energía liberada 
en la hidrólisis de compuestos fosfato altamente energéticos, como el ATP y el pirofosfato, para 
transportar iones en contra de gradiente electroquímico. Las bombas de protones localizadas 
en la membrana plasmática (H
+
-ATPasa) y en el tonoplasto (ATPasa vacuolar y pirofosfatasa), 
generan el gradiente electroquímico de protones que aporta la energía necesaria para que se 
produzca el transporte activo a través de los transportadores secundarios. Gracias a la 
actividad de estas bombas de protones también se establece la diferencia de potencial eléctrico 
de la membrana, que posibilita el flujo electroforético de iones (Morsomme y Boutry, 2000; 
Drozdowicz y Rea, 2001; Maeshima, 2001). Los canales transportan las moléculas a través de 
la membrana a favor de gradiente electroquímico de forma muy rápida, a una velocidad de 10
7
 
moléculas por segundo. Dentro de los  transportadores se encuentran los uniportadores, que 
mueven moléculas a favor de gradiente electroquímico, y los simportadores y los 
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antiportadores que mueven al mismo tiempo una molécula en contra de gradiente 
electroquímico y otra molécula a favor (que suelen ser H
+
, en el caso de las plantas) en la 
misma y opuestas direcciones, respectivamente. En todos los casos, los transportadores 
realizan un transporte más lento que los canales, del orden de 10
4
 moléculas por segundo 





Figura I.1. Mecanismos de  la respuesta a estrés en las plantas. Esquematización de los 
mecanismos de resistencia a estrés salino y sequía basado en Zhu, 2002. Con el fin de 
simplificar el esquema sólo se han incluido las vías de señalización en las que hay implicados 
procesos de fosforilación. Aunque este mecanismo de señalización es muy importante dentro 
de la transmisión de señales relacionadas con la tolerancia a estrés osmótico  y salino, existen 
otras vías como la transmisión de señales mediada por fosfolípidos (Zhu et al., 2002).  
 
 
El análisis del genoma de Arabidopsis ha mostrado la existencia de una gran familia de 
antiportadores catión-protón (Mäser et al., 2001). La principal función de estas proteínas es la 
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retirada de cationes del citosol, ya sea mediante su expulsión al exterior celular, o mediante su 
almacenamiento en distintos compartimentos intracelulares (Blumwald 2000; Hepler, 2005). En 
Arabidopsis se han identificado cuatro subfamilias de antiportadores catión protón (CaCA, 










 (Mäser et al., 2001). La 
familia CaCA está formada por 11 miembros que parecen estar relacionados con el transporte 
de  Ca
2+
,  aunque algunos miembros de esta familia también pueden transportar otros cationes 
divalentes, como el Cd
2+
 y el Mn
2+
 (Cheng et al., 2002). La familia NhaD cuenta tan sólo con 




, similares a los hallados en 
bacterias y a las proteínas de Populus euphratica NhaD1 (Ottow et al., 2005) y a OsNhaD de 
arroz (XP_449988). La familia CPA1, la mejor caracterizada, contiene ocho miembros, entre los 











 de tonoplasto NHX1 (Blumwald 2000; Qiu et al., 2002); La subfamilia CPA2 es la más 








Todos estos antiportadores son fundamentales para la planta, ya que además de ser 
responsables de mantener la homeostasis citosólica de sodio y de potasio intervienen en 
funciones tan importantes como la regulación del pH del lumen endosomal y la regulación del 
tráfico de vesículas (Pardo et al, 2006). 
 
I.5.1. Absorción de sodio. 
 
El sodio que se encuentra en la superficie de la raíz entra a través de las células 
epidérmicas o del córtex y circula a través de la vía apoplástica (extracelular) o de la 
simplástica (intracelular) hasta que alcanza la endodermis, donde todo el flujo se traslada a la 
vía simplástica debido a la existencia de la banda de Caspari, formada por células con una 
pared celular suberizada que impide el flujo a nivel apoplástico. Sin embargo, hay 
discontinuidades en la endodermis (principalmente en monocotiledóneas), sobre todo en la 
zona de emergencia de las raíces secundarias, por lo que el transporte puede continuar por la 
vía apoplástica hasta la estela, sin interrupción (Tester y Leigh, 2001). Tras atravesar la 
endodermis, el Na
+
 llega a la estela, donde es vertido al xilema para ser transportado a la parte 
aérea. Allí, una porción se descarga para ser compartimentado en las hojas y el resto se vierte 
en el floema, para su redistribución a otras partes de la planta. Basándose en estudios 
bioquímicos y electrofisiológicos se han propuesto tres vías de entrada de sodio a través de la 
raíz (Tester y Davenport, 2003). Dos de estas vías, simplásticas, son transportadores o 
canales, que se pueden distinguir por su sensibilidad a Ca
2+
. La otra vía de entrada es el 
apoplasto, favorecido por la corriente evapotranspiratoria y las discontinuidades en la 
endodermis. La contribución de cada una de estas vías de entrada  depende de la especie y de 
las condiciones de cultivo. 
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I.5.1.1 Mecanismos sensibles a Ca2+. 
 
Se ha postulado que los candidatos más probables para la entrada de sodio inhibible 
por calcio son los CNGC (canales activados por nucleótidos cíclicos) que pertenecen a la 
categoría de canales catiónicos no selectivos (Demidchik y Tester, 2003). Los CNGCs se 
expresan en la raíz y podrían estar relacionados con la toma de cationes de las plantas (Sunkar 
et al., 2000; White et al., 2002). Se ha constatado que en Arabidopsis la toma de Na
+
 a través 
de la raíz disminuye mediante la adición al medio de nucleótidos cíclicos (Maathuis y Sanders, 
2001). En contraste con estos resultados, se ha observado que la expresión de AtCNGC2 
complementa de una forma dependiente de cAMP a mutantes de levadura deficientes en los 
sistemas TRK1 y TRK2 de toma de potasio (Leng et al., 1999). Además, se han registrado 
corrientes rectificadoras de entrada de cationes activadas por cAMP en oocitos de Xenopus en 
los que se expresaron los genes AtCNGC1, AtCNGC2 y AtCNGC4 de Arabidopsis y NtCBP4 
de tabaco  (Leng et al., 2002, Balagué et al., 2003). Mutantes de levadura deficientes en las 
bombas de expulsión de Na
+
 ENA1-4 en las que se expresó el gen AtCNGC3 mostraron mayor 
contenido de Na
+
 que la cepa control en presencia de 100 mM de NaCl (Gobert et al., 2006). 
Además, los mutantes de Arabidopsis cngc3 presentaban mejor crecimiento que las plantas 
silvestres en medios con alta concentración de NaCl o KCl (Gobert et al., 2006). Estas 





 y que se expresa en la raíz de las plantas (Sunkar et al.,2000; Hua et al., 2003) 
hacen pensar que estos canales constituyen una de las posibles vías de entrada del Na
+
 en 
Arabidopsis.  No obstante, no hay datos genéticos que demuestren de manera fehaciente la 
implicación de este tipo de canales en la sensibilidad a sodio de las plantas.  
 
I.5.1.2 Mecanismos insensibles a  Ca2+. 
 
Otra posible vía de entrada de Na
+
 en la planta, insensible a Ca
2+
, son los 
transportadores de tipo HKT que están relacionados con los transportadores de K
+
 de tipo TRK 
de levadura y KtrB, KdpA y TrkH de bacteria (Durell et al., 1999). Las proteínas HKT de planta 
se pueden dividir en dos grupos: los transportadores específicos para Na
+
, que pueden ser de 
alta o baja afinidad, de los cuales se han aislado representantes en arroz (OsHKT1 y OsHKT4), 




, como OsHKT2 
de arroz (Horie et al., 2001; Garciadeblas et al., 2003; Uozumi et al., 2000; Rubio et al., 1995; 
Gorham et al., 1997). El uniportador específico de Na
+
 AtHKT1 es el único transportador 
perteneciente a esta familia identificado en el genoma de Arabidopsis. Se han obtenido 
mutantes de pérdida de función de este gen que muestran mayor sensibilidad a salinidad que 
las plantas silvestres (Rus et al., 2004). Además, estos mutantes exhiben niveles más altos de 
acumulación de sodio en la parte aérea (Mäser et al., 2002). Considerando el fenotipo de los 
mutantes de pérdida de función, la localización de esta proteína (células del parénquima del 
xilema y del floema) y su afinidad por Na
+
 se la ha relacionado con el transporte de Na
+
 a larga 
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distancia, entre la raíz y la parte aérea. El modelo propuesto le asigna a AtHKT1 la función de 
descargar el Na
+
 del xilema y cargarlo en el floema en la parte aérea y de retirarlo desde el 
xilema y el floema en la raíz, para acumularlo en la estela y que sea expulsado desde la 
epidermis al suelo (Berthomieu et al., 2003; Sunarpi et al., 2005). 
También se ha postulado que los canales rectificadores de salida de potasio, que se 
abren durante la despolarización de la membrana plasmática, además de permitir la salida de 
potasio, podrían mediar la entrada de sodio. Se ha sugerido que este fenómeno sucede en 
raíces de trigo expuestas a una alta concentración de NaCl (Schachtman et al., 1991). 
 
I.5.1.3 Vía apoplástica. 
 
El tercer modo de entrada de sodio en la planta se produce a través del apoplasto y de 
discontinuidades en la endodermis que se encuentran en los puntos de emergencia de las 
raíces secundarias. La importancia del flujo apoplástico, en contraposición al simplástico en el 
flujo total de sodio de la planta, varía entre distintas especies y entre distintas condiciones de 
crecimiento. En arroz, el apoplasto se ha sugerido como la principal vía de entrada de sodio 
(Yadav et al., 1996). En trigo, la entrada de Na
+
 a través del apoplasto es 10 veces menor que 
en arroz (García et al., 1997). En plantas de Arabidopsis cultivadas en presencia de bajas 
concentraciones de Ca
2+ 
todas las vías de entrada de Na
+
 contribuyen en la misma medida 
(Essah et al., 2003). 
 
 I.5.2 Detección del Na+ y sensores del estrés salino. Regulación de la respuesta a estrés.  
 
Las plantas deben tener la capacidad de percibir el estrés salino para poder disparar 
una serie de rutas de señalización que activen las respuestas de adaptación imprescindibles 
para su supervivencia. Aunque el estrés iónico parece ser el estímulo principal para la 
producción de las señales específicas de la regulación del transporte de sodio, el estrés 
osmótico también promueve una serie de respuestas relacionadas con la tolerancia a Na
+
 (Zhu, 
2003). Los receptores que reconocen el estrés osmótico son canales mecanosensibles y 
proteín-quinasas. Dentro de este último grupo se encuentran las histidín-quinasas de dos 
componentes, como AtHK1, que podría ser el primer componente en la ruta de señalización, 
transmitiendo la señal de cambios en el potencial osmótico que ocurren en el exterior celular 
(Urao et al., 1999; Urao y Yamaguchi-Shinozaki, 2002) y las quinasas asociadas a pared 
celular (Anderson et al., 2001; Kohorn, 2001). La activación de estos sensores dispara, de 
manera directa o indirecta, la producción de ABA que a su vez activa la expresión de una serie 
de genes, entre los que destacan por su relevancia en los mecanismos de tolerancia a Na
+
 
algunos genes de la familia NHX (Yokoi et al., 2002b; Shi y Zhu, 2002).  
La percepción del Na
+
 se podría realizar tanto antes como después de su entrada en la 
célula. Los receptores de la señal de exceso de sodio extracelular deben ser proteínas 
transmembrana, mientras que los sensores de sodio intracelular podrían ser proteínas de 
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membrana o alguna de las enzimas sensibles a sodio que se encuentran en el citoplasma (Zhu, 




 SOS1 está constituido por un extremo amino hidrófobo, que 
forma el poro, y por un largo extremo carboxilo hidrófilo que se encuentra en el citoplasma (Shi 
et al., 2000). El estudio detallado de los fenotipos de líneas mutantes sos1 de Arabidopsis ha 
llevado a sugerir que este transportador, a través de su extremo carboxilo, podría captar 
cambios en la concentración de sodio intracelular, actuando como sensor (Shi et al, 2000). Se 
han encontrado antecedentes de transportadores que actúan como sensores en bacterias, 
como el transportador de !-glucósidos BglF (Chen et al.,1997a; 1997b). En levaduras se han 
descrito el transportador de amonio Mep2p (Marini et al., 1997; Lorenz y Heitman 1998), el 
transportador de glucosa HXT (Diderich et al., 1999) y el transportador de aminoácidos SSY1  
(Van Belle y André, 2001; Forsberg y Ljundahl 2001). También en Arabidopsis se han 
caracterizado transportadores que actúan como sensores, como algunos miembros de la 
familia de transportadores de monosacáridos que parecen actuar como sensores para 
azúcares (Lalonde et al., 1999; Barker et al., 2000). 
 
I.5.3. Extrusión y transporte a larga distancia del sodio. 
 
La eliminación del exceso de sodio del citoplasma ya sea por extrusión o por 
compartimentación en la vacuola es imprescindible para el mantenimiento de la homeostasis 
iónica en las plantas (descrito en apartados anteriores). En las células maduras existe una 
coordinación entre la acción de ambos mecanismos para que la entrada neta de Na
+
 no supere 
a su tasa de almacenamiento. En cambio, en las células meristemáticas, que carecen de 
grandes vacuolas, la extrusión de sodio es el mecanismo más eficaz para mantener la 
concentración adecuada de sodio en el citoplasma. El sodio expulsado desde una célula podría 
ser perjudicial para las células que se encuentran a su alrededor, por lo que la función 
detoxificadora de la extrusión de Na
+
 debe considerarse a nivel de tejidos o de individuo 
completo, no a nivel celular. El sodio que se expulsa al exterior celular debe redistribuirse por la 
planta a través del circuito formado por el xilema y el floema (Tester y Davenport, 2003). 
 
I.5.3.1 SOS1: filogenia, localización subcelular y patrón de expresión. 
 
Un análisis filogenético de las proteínas CPA1 muestra la existencia de dos clados bien 
diferenciados. En un clado se encuentra la subfamilia NhaP/SOS1 y en el otro la subfamilia de 
NHE/NHX. Las proteínas de la subfamilia NhaP están representadas en bacterias, protozoos y 
plantas (Brett et al., 2005a; Pardo et al., 2006). En Arabidopsis se ha identificado, dentro de 




 de membrana plasmática AtSOS1. Esta proteína 
utiliza la energía del gradiente de protones generado por la protón ATPasa de membrana 
plasmática para expulsar sodio al exterior celular (Wu et al., 1996; Shi et al., 2000; Qiu et al., 
2002). Los mutantes sos1 (Salt Overly Sensitive 1) fueron seleccionaron en un cribado de 
semillas  mutagenizadas con EMS (Etilmetanosulfonato) por mostrar hipersensibilidad a Na
+
 y 




 y deficiencias en la nutrición de potasio (Wu et al., 1996). Utilizando imágenes de 
microscopía confocal de células de plantas transgénicas de Arabidopsis transformadas con la 
proteína de fusión SOS1:GFP y mediante ensayos inmunológicos se determinó que esta 
proteína está localizada en la membrana plasmática (Shi et al., 2002; Qiu et al., 2003). 









(Qiu et al., 2002; 
Shi et al., 2002; Quintero et al., 2002; Qiu et al., 2003).  
El patrón de expresión de esta proteína se determinó mediante el análisis de expresión 
del gen GUS dirigido por el promotor de AtSOS1. SOS1 se expresa en todos los tejidos, pero 
tiene un mayor nivel de expresión en las células epidérmicas del meristemo de la raíz en raíces 
jóvenes. En raíces maduras, la expresión se restringe al periciclo y a las células del 
parénquima que rodean los vasos de xilema. En el tallo y el peciolo se expresa en las células 
del parénquima, en la interfase simplasto/xilema (Shi et al., 2002). La expresión de AtSOS1 
está regulada a dos niveles, estabilidad del mensajero y capacidad de transporte. El RNA 
mensajero de AtSOS1 se acumula en condiciones de estrés salino, pero parece que al menos 
en parte se trata de un proceso de regulación a nivel postranscripcional ya que en plantas que 
sobreexpresan AtSOS1 dirigido por el promotor constitutivo CaMV35S también se observa un 
aumento en la acumulación del mensajero en presencia de sal. Estas líneas transgénicas 
exhiben un bajo nivel de acumulación de transcrito de AtSOS1 en condiciones control, lo que 
sugiere que este transcrito es inestable en ausencia de sal y que en condiciones de estrés 
salino se produce una estabilización post-transcripcional (Shi et al., 2003). La expresión de la 
proteína AtSOS1 en mutantes de levadura que carecen de sistemas endógenos de transporte 
de sodio (ScNHA1, ScNHX1 y ScENA1) y que por lo tanto son más sensibles a sal y acumulan 
en el citoplasma más Na
+
 que las correspondientes líneas isogénicas silvestres, produce una 
mayor tolerancia a sal y menor acumulación de sodio (Shi et al., 2002; Quintero et al., 2002). 




, y el patrón de expresión del 
gen AtSOS1 en las células del meristemo de la raíz y en la interfase parénquima/xilema de 
toda la planta, podrían apuntar a la implicación directa de la proteína SOS1 en el 
mantenimiento de una baja concentración de Na
+
 en el citoplasma de las células vegetales 
mediante su extrusión al medio externo y en su transporte a larga distancia a través del xilema 
(Pardo et al., 2006). 
 
I.5.3.2. Transporte de Na+ a larga distancia: relación SOS1 - HKT1. 
 
El análisis del contenido iónico de los mutantes sos1 de Arabidopsis mostró que en 
condiciones de salinidad moderada (25 mM NaCl) el contenido de sodio de la parte aérea era 
menor que en las plantas silvestres, pero que en condiciones de salinidad severa (100 mM 
NaCl) el contenido de Na
+ 
en la parte aérea y en la savia del xilema era mayor en los mutantes 
sos1 que en las plantas de la línea silvestre (Wu et al., 1996; Shi et al., 2002). El análisis del 
fenotipo de los mutantes sos1, así como el patrón de expresión de esta proteína, sugieren que  
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AtSOS1 tiene un papel crítico en el transporte de Na
+
 a larga distancia. Esta proteína se 
encargaría de manera controlada y en coordinación con otros transportadores catiónicos como 
HKT1, de cargar sodio en el xilema de la raíz en condiciones de salinidad moderada para 
transportarlo a la parte aérea y almacenarlo en las células del mesófilo de las hojas. La carga 
de Na
+
 en el xilema en intercambio por H
+
 puede estar favorecida energéticamente debido al 
pH ácido de la savia del xilema (Fisher, 2000). En condiciones de elevada salinidad el 
mecanismo de compartimentación de Na
+ 
en las células del mesófilo de las hojas se vería 
desbordado, por una combinación de causas entre las que se pueden considerar la insuficiente 
capacidad del mecanismo de extrusión de Na
+
 a la solución del suelo debida a la falta de SOS1 
y al abrupto gradiente electroquímico en la interfase xilema-simplasto (Pardo y Quintero, 2002; 
Shi et al. 2002) 
Para encontrar supresores extragénicos del fenotipo de hipersensibilidad a sal de los 
mutantes de función en el gen SOS3 (el gen SOS3 codifica una proteína de tipo CBL, que 
interviene en la ruta de regulación de SOS1 a través de su interacción con la CIPK SOS2 (Liu y 
Zhu, 1998; Liu et al., 2000)) de Arabidopsis, se utilizó una colección de mutantes de inserción 
de T-DNA en el fondo genético sos3-1 y se identificaron dos mutantes de inserción en el gen 
AtHKT1. El análisis de los mutantes simples hkt1 mostró que éstos son más sensibles a estrés 
salino y tienen mayor contenido de Na
+
 en la parte aérea que las plantas silvestres. La 
introducción del gen HKT1 dirigido por su propio promotor produjo una mayor sensibilidad a 
NaCl, pero no a KCl o LiCl, en plantas silvestres, y también empeoró el fenotipo de deficiencia 
de K
+
 de los mutantes sos3-1 (Rus et al., 2004). En función de todos estos datos se ha 
desarrollado un modelo en el que se postula una acción coordinada de las proteínas SOS1 y 
HKT1. En condiciones de salinidad, la proteína SOS1 restringe la acumulación neta de sodio y 
también lo dirige a la parte aérea de la planta a través del xilema. Parte del éste se 
almacenaría en las células del mesófilo de las hojas y otra parte se cargaría en el floema para 
redistribuirlo de nuevo hacia la raíz. La proteína HKT1 ejercería una función contrapuesta y 
complementaria, descargando el Na
+
 desde el xilema al parénquima de la raíz, y desde el 
apoplasto del mesófilo al floema, restringiendo por tanto su acumulación en la hoja. En la raíz, 
HKT1 también descargaría el Na
+
 desde el floema para acumularlo en las células de la estela, 
desde donde se dirigiría por la vía del simplasto a las células epidérmicas, donde SOS1 lo 
devolvería al suelo. (Berthomieu et al., 2003 ; Sunarpi et al., 2005; Pardo et al., 2006). 
 
I.5.4. Secuestro de Na+ en la vacuola: NHXs. 
 
Otro de los mecanismos utilizados por las plantas para el mantenimiento de la 
homeostasis iónica en situaciones de estrés salino es la compartimentación de iones en la gran 
vacuola central que se encuentra en las células vegetales. De esta forma, además de retirar del 
citosol el exceso de Na
+
, estos iones pueden servir como osmolitos, disminuyendo el potencial 
hídrico de la célula y favoreciendo la toma de agua en ambientes salinos (Yeo, 1983).  
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I.5.4.1. Descripción y localización subcelular de los antiportadores NHXs. 
 
Los antiportadores catión/protón NHX son proteínas de membrana que se encuentran  
en todos los grupos filogenéticos, desde bacterias hasta animales. Intervienen en el 
mantenimiento del nivel apropiado de sodio y potasio en el citoplasma (Aronson, 1985; 
Orlowski y Grinstein, 1997; Brett et al., 2005a) y en la regulación del pH y del volumen celular. 
En Saccharomyces cerevisiae sólo se ha identificado un gen perteneciente a esta subfamilia, 





 en vesículas de tonoplasto de remolacha (Blumwald y Poole, 1985; 
Niemietz y Willenbrink, 1985). Desde entonces se han clonado genes que codifican proteínas 
homólogas a los transportadores NHX en un gran número de especies vegetales; en glicofitas 
dicotiledóneas como Arabidopsis (Gaxiola et al., 1999; Yokoi et al, 2002b), Ipomoea nil 
(Fukada-Tanaka et al., 2000; Ohnishi et al., 2005) e Ipomoea tricolor (Yoshida et al., 2005), 
tomate (Venema et al, 2003); en glicofitas monocotiledóneas como el arroz (Fukuda et al., 
1999); y en las especies halofitas Mesembryanthemum crystalinum (Chauhan et al., 2000) y 
Atriplex gmenlini (Hamada et al., 2001). 
Los intercambiadores NHX de plantas son proteínas de unos 550 residuos. Las 
proteínas que pertenecen a esta familia exhiben mayor homología en el extremo amino, que es 
la región hidrofóbica que forma el poro. Todos los intercambiadores de la subfamilia NHE/NHX 
tienen un dominio conservado de 14 aminoácidos en el cuarto segmento transmembrana, que 
es un sitio de unión para amilórido y sus derivados. Los compuestos de este tipo son 
inhibidores específicos de esta familia de intercambiadores (Putney et al, 2002). Las diferencias 
de secuencia entre los extremos carboxilos de las proteínas NHX podrían ser el reflejo de la 
distinta regulación a la que se ven sometidas (Putney et al., 2002). El análisis de la topología 
del antiportador vacuolar AtNHX1 ha dado lugar a resultados contradictorios en cuanto a la 
localización del extremo carboxilo. En una primera aproximación (Yamaguchi et al, 2003) se 
propuso que este extremo se encuentra en el lumen de la vacuola, lo que supondría una 
localización opuesta a la de las proteínas NHE de mamíferos, que tienen su extremo C-terminal 
hacia el citosol. Posteriormente, Sato y Sakaguchi (2005) determinaron que el extremo 
carboxilo se encuentra en el citoplasma, lo cual implicaría que NHX1 comparte la topología de 
los intercambiadores NHE. Estos últimos autores explicaron la discrepancia con la topología 
mostrada por Yamaguchi et al, (2003) sugiriendo que estos primeros no habían considerado 
que el TM1 de NHE1 es un péptido señal que no existe en AtNHX1, por lo que el TM1 de 
AtNHX1 correspondería  al TM2 de NHE1 y por tanto se insertaría en la dirección del lumen al 
citosol, lo cual dirigiría la integración del resto de los segmentos TM y tendría como resultado la 
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I.5.4.2. Clasificación de las proteínas de la familia NHE/NHX. 
 
Atendiendo a criterios de homología de secuencia, la familia NHE/NHX se puede dividir 
en dos grupos principales: de membrana plasmática (PM), e intracelulares (IC) (Brett et al, 
2005a). Los intercambiadores de membrana plasmática se encuentran exclusivamente en 
animales, mientras que las intracelulares se pueden encontrar en animales, plantas y hongos. 
Todas las proteínas NHX de plantas identificadas hasta la fecha son intracelulares y pueden 
dividirse en dos grupos atendiendo a criterios de identidad de secuencia. Las de clase I se 
encuentran en el tonoplasto y forman un clado independiente constituido exclusivamente por 
intercambiadores de plantas. A esta clase pertenecen AtNHX1-4 en Arabidopsis y de OsNHX1-
4 en arroz, los cuales guardan una identidad del 54 al 87%. En tomate también se ha clonado 
un antiportador NHX de clase I, LeNHX1, aunque se desconoce su localización subcelular 
(Venema et al., 2003). Los intercambiadores de clase II se localizan en endosomas y se 
encuentran presentes en plantas, hongos y animales (Brett et al, 2005a; Pardo et al., 2006). 
Entre ellos se encuentran AtNHX5 y 6 en Arabidopsis y OsNHX5 en arroz, que guardan una 





 LeNHX2, que colocaliza con marcadores del  compartimento prevacuolar y del Golgi en 
plantas y levadura (Pardo et al., 2006; Yokoi et al, 2002b; Venema et al., 2003). Estos 
subgrupos también parecen tener distinta selectividad iónica (apartado 1.5.4.3). 
En levaduras existe un único intercambiador NHX1 localizado  en el compartimento 
prevacuolar. Es responsable, en una parte menor, de la tolerancia a la salinidad de levaduras, 
ya que contribuye a la acumulación del ión Na
+
 en la vacuola utilizando el gradiente de 
protones generado por la H
+
-ATPasa vacuolar (Nass et al., 1997; Nass y Rao, 1998). El análisis 
de los mutante nhx1 de levadura mostró, además de sensibilidad a Na
+
, sensibilidad a 
higromicina B, compuesto catiónico que entra en células hiperpolarizadas e inhibe la síntesis 
de proteínas (Gaxiola et al., 1999; Quintero et al., 2000). No se conocen con precisión las 
bases moleculares de esta sensibilidad a higromicina B, aunque se ha descrito que un mutante 
nhx1 de S. cerevisiae tiene fenotipos similares a los mutantes de tipo vps deficientes en el 
tráfico intracelular de vesículas y que son, también, sensibles a higromicina B (Bowers et al., 
2000). 
Se ha analizado el patrón de expresión de los genes AtNHX1 y 2 (Shi y Zhu, 2002; Li et 
al., 2004). El gen AtNHX1 se expresa en todos los tejidos, excepto en el ápice de la raíz.  El 
nivel de expresión en las células guarda de los estomas es muy elevado, por lo que se ha 
postulado la implicación de estas proteínas en la regulación de los cambios en el pH y en la 
concentración de K
+
 vacuolares que ocurren en las células guarda durante los procesos de 
apertura y cierre estomático (Shi y Zhu, 2002). El análisis del patrón de expresión de AtNHX2 
muestra que éste es muy similar al descrito para AtNHX1, con la excepción de que este gen 
también se expresa en el ápice de la raíz. (Li et al, 2004).  
Los genes NHX en Arabidopsis tienen distinta regulación a nivel transcripcional. Los 
genes AtNHX1 y 2 son los que tiene un mayor nivel de acumulación de transcrito tanto en la 
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parte aérea como en la raíz. La transcripción de AtNHX1 y 2 se activa por estrés salino, KCl, 
sorbitol (estrés osmótico) y aplicación de ABA. La transcripción de AtNHX5, sólo se activa por 
altas concentraciones de NaCl (Shi y Zhu, 2002; Yokoi et al.,2002b). La elevada identidad de 
secuencia y la coincidencia tanto en la localización subcelular (tonoplasto) como en los 
patrones de expresión y de regulación de la acumulación del mRNA de AtNHX1 y AtNHX2,  
podría sugerir el solapamiento funcional entre estas dos proteínas (Yokoi et al., 2002b).  
 
I.5.4.3. Especificidad iónica. 
 




 en plantas 
fue en vesículas de tonoplasto de remolacha (Blumwald y Poole, 1985; Niemietz and 
Willenbrink, 1985). Posteriormente se han realizado ensayos bioquímicos de transporte en 
vesículas de tonoplasto de distintas especies que han ofrecido distintos resultados en cuanto a 
la afinidad y selectividad de transporte con respecto al Na
+
 y al K
+
, quizá debido a que estos 
ensayos bioquímicos se realizaron con membranas completas de tonoplasto, que muestran la 
acción integrada de un conjunto de intercambiadores que no siempre permite diferenciar la 
actividad de proteínas concretas (Pardo et al., 2006). 
La primera proteína de tipo NHX clonada en plantas fue AtNHX1 de Arabidopsis 
(Gaxiola et al, 1999; Apse et al., 1999). La expresión de AtNHX1 en mutantes nhx1 de levadura 
complementa la sensibilidad de éstas a NaCl y LiCl, e incrementa su contenido de Na
+
 
intracelular y la compartimentación de Li
+ 
(Quintero et al., 2000). Con el fin de determinar la 
especificidad iónica de los intercambiadores NHX se han llevado a cabo ensayos bioquímicos 
de transporte con vacuolas aisladas de plantas transgénicas o con vesículas de tonoplasto de 
levaduras que sobreexpresaban la proteína NHX de clase I AtNHX1. En ambos casos se 









et al, 1999; Darley et al, 2000). Sin embargo, se reportó la capacidad de la proteína AtNHX1 de 
transportar ambos iones en plantas de tomate que sobreexpresaban AtNHX1, donde se 








, aunque con 
menor especificidad por K
+
 (Zhang y Blumwald, 2001). Esta doble especificidad se confirmó 
mediante el análisis de la capacidad de transporte de la proteína AtNHX1 purificada y 





 con la misma afinidad (Venema et al, 2002). Además, la expresión de proteínas NHX 
de clase I de otras especies vegetales (OsNHX1, InNHX1 e InNHX2) en  levaduras mutantes 
nhx1 suprime su fenotipo de sensibilidad a elevadas concentraciones de NaCl y KCl, lo cual 




(Fukuda et al, 2004; Ohnishi et al, 2005).  
En plantas, el único antiportador tipo NHX de clase II que se ha caracterizado ha sido 
LeNHX2 de tomate. La proteína LeNHX2 purificada y reconstituida en proteoliposomas 








, y su expresión en mutantes 
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nhx1 de levadura dio lugar a un aumento en la acumulación de K
+
 pero no de Na
+
 en los 
compartimentos intracelulares (Venema et al, 2003).  
Estas diferencias en la especificidad de sustrato y en la localización subcelular entre las 
proteínas NHX de clase I y II podrían implicar la intervención de las distintas proteínas NHX en 
diversas funciones fisiológicas. En condiciones de crecimiento estándar, las proteínas de clase 




 en la vacuola para potenciar la entrada de agua en la célula, que 
da lugar a la turgencia y a la expansión celular. En condiciones de elevada salinidad las 
proteínas NHX de clase I transportarían más Na
+
, bien porque se trata del ión más disponible 
en estas condiciones o porque se produce un cambio en la afinidad de estas proteínas, 
reguladas a través del extremo carboxilo (Yamaguchi et al, 2003). Las proteínas NHX de clase 
II, localizadas en compartimentos endosomales y con especificidad por K
+
, podrían intervenir 
en la regulación del pH del lumen de los endosomas (Pardo et al., 2006). 
 
I.5.4.4. Funciones de las proteínas NHX en los mecanismos de tolerancia a estrés salino. 
 
Los datos de que se dispone sobre el grado de tolerancia a salinidad y el contenido 
iónico de líneas de diversas especies vegetales que sobreexpresan proteínas de tipo NHX son 
muy dispares e incluso en algunos casos, contradictorios (Tabla I.2). La expresión de AtNHX1 
en Arabidopsis y en tomate da lugar a plantas que muestran mayor tolerancia a estrés salino 
que las plantas control. Sin embargo, las diferencias en las concentraciones de Na
+
 entre las 
plantas de Arabidopsis sobreexpresantes y silvestres son tan pequeñas que no explican las 
diferencias fenotípicas mostradas por estas plantas. En el caso de las líneas transgénicas de 
tomate no existen datos sobre los contenidos iónicos de la línea silvestre en condiciones de 
elevado estrés salino. Por otra parte, los contenidos de Na
+
 que se han reportado tanto en caso 
de Arabidopsis como en el del tomate son los contenidos totales, no los vacuolares. No se ha 
demostrado, pues, que el incremento de la tolerancia a sal de las plantas transgénicas sea 
debido a una mayor capacidad de compartimentar Na
+
 en la vacuola (Apse et al., 1999; Zhang 
y Blumwald, 2001). La sobreexpresión de AgNHX1 (gen perteneciente a la especie halofita 
Atriplex gmelini) en plantas de arroz resulta en mayores tasas de supervivencia tras un choque 
salino de 300 mM NaCl durante 3 días pero no produce variaciones en el contenido de Na
+
 en 
las hojas de las plantas transgénicas respecto al de las plantas control (Ohta et al., 2002). Las 
plantas de arroz que sobreexpresan OsNHX1 muestran una sensibilidad similar a la de las 
plantas control frente a un tratamiento salino y no se encuentran diferencias en los contenidos 
de Na
+
 ni de K
+
. (Fukuda et al., 2004). Por el contrario, la sobreexpresión de OsNHX1 en 




 y prolina que las 
plantas control  (Wu et al., 2005). El contenido de Na
+
 de las plantas de trigo transformadas con 
AtNHX1 es menor y el de K
+ 
es mayor que el de las plantas de la línea control en condiciones 
de moderada-alta salinidad (100 y 150 mM NaCl) (Xue et al., 2004). Para poder interpretar 
todos estos datos, que en algunos casos son contradictorios, hay que considerar la posibilidad 
de que al expresar estas proteínas de forma heteróloga hayan perdido la regulación que dirige 
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su selectividad iónica. Por otra parte, faltan aún muchos datos sobre la implicación directa de 
las proteínas NHX en la compartimentación iónica y el ajuste osmótico, mecanismos básicos 





Transgen Contenido de 
Na+ respecto al 
control 
Contenido de 




AtNHX1 mayor nd Apse et al.,. 1999 
L. esculentum AtNHX1 nd nd Zhang y Blumwald, 2001 
O.sativa  
(células) 
OsNHX1 mayor menor Fukuda et al., 2004 
O.sativa 
(plantas) 
OsNHX1  igual igual Fukuda et al., 2004 
O. sativa AgNHX1 igual nd Ohta et al., 2002 
T. aestivum AtNHX1 menor mayor Xue et al., 2004  
L. perenne OsNHX1 mayor mayor Wu et al., 2005 
 
Tabla I.2. Resultados de la sobreexpresión de las proteínas NHXs. La sobreexpresión de 
proteínas NHXs en muchas especies vegetales han dado resultados muy dispares en cuanto a 





 de la planta transgénica con respecto a la línea control en las condiciones de estrés salino, 




 Cuando se analiza la regulación de la transcripción de algunos genes NHX se observa 
una acumulación de mRNA de los genes AtNHX1, AtNHX2 y OsNHX1 en presencia de una alta 
concentración de NaCl, KCl y de manitol (Gaxiola et al., 1999; Shi y Zhu, 2002; Yokoi et al., 
2002b; Fukuda et al., 2004). La hormona ABA, responsable de la respuestas a sequía y a 
estrés osmótico, también induce una acumulación de mRNA de los genes AtNHX1, AtNHX2, 
LeNHX2 y GhNHX1 (Quintero et al., 2000; Yokoi et al, 2002b; Venema et al., 2003; Wu et al., 
2004). Considerando todos estos resultados en conjunto, podría postularse que las proteínas 
de la familia NHX son integrantes de la respuesta al componente osmótico del estrés salino, y 
podrían ser también las responsables de la acumulación de Na
+
 en la vacuola una vez que este 
ión ha conseguido atravesar la barrera de la membrana plasmática (Pardo et al., 2006).  
 
I.5.5. Absorción de potasio. 
 
Como ya se ha descrito en el apartado I.3, entre las primeras consecuencias de la 
intoxicación de las células vegetales por el ión Na
+
 están la inhibición de la toma de K
+
 y la 
                                                                                                                                                   I. Introducción 
20 
interferencia con sus funciones celulares, debido a las similitudes en las características fisico-
químicas de ambos iones. El potasio es el catión más abundante en las células vegetales y 
representa del 3 al 5% del peso seco total de las plantas (Marschner 1995). Este ión se 
encuentra en una concentración estable en el citosol, donde interviene en la activación de 
enzimas, en la estabilización del proceso de síntesis de proteínas y en la neutralización de la 
carga negativa de las proteínas. Además interviene en procesos relacionados con el ajuste 
osmótico, el movimiento estomático, el movimiento de los distintos órganos en respuesta a la 
luz y el mantenimiento de la turgencia celular (Tester y Blatt, 1989; Schröeder et al., 1994; 
Maathuis y Sanders, 1996; Véry y Sentenac, 2003; Armengaud et al., 2004).  
Dada la importancia del K
+
 en procesos celulares esenciales, las plantas han 
desarrollado múltiples sistemas para la adquisición de este catión, ya que el medio ambiente 
que las rodea  es cambiante y en distintos momentos ofrece diferentes concentraciones de este 
macronutriente. Todos los procesos implicados en la toma y distribución de K
+
 en la planta 
forman una red que se puede dividir en distintos niveles que se organizan de una forma 
jerárquica. 
  
I.5.5.1. Mecanismos activo y pasivo de absorción de K+: HAKs y AKTs. 
 
La primera descripción del mecanismo de absorción de potasio en plantas la ofrecieron 
Epstein y colaboradores, que detallaron dos sistemas de transporte distintos, uno de alta y otro 
de baja afinidad, que operan cuando existe una baja (rango micromolar) o alta (rango milimolar) 
concentración de potasio en el medio, respectivamente (Epstein et al., 1963). Otra 
característica que diferencia a estos sistemas es que los de baja afinidad son constitutivos y los 
de alta afinidad son inducibles (Glass, 1976; Fernando et al., 1990). Se han identificado dos 
familias de proteínas con una posible implicación en la absorción de potasio en plantas: los 
canales KIRC y los transportadores HAK/AtKC/KUP. Los canales rectificadores de entrada de 
potasio (KIRC) de la familia “shaker” con una activación dependiente de voltaje, realizan un 
transporte pasivo. En Arabidopsis se identificó AKT1, un canal rectificador de entrada de K
+
 que 
complementa la deficiencia de potasio de levaduras mutantes en los sistemas de toma de K
+ 
(mutantes trk) (Sentenac et al., 1992) y que se localiza en la membrana plasmática. AKT1 se 
expresa principalmente en las capas más externas de la raíz: en la epidermis, el córtex y la 
endodermis de raíces maduras y en pelos radiculares. También se expresa, aunque en menor 
cantidad, en hidatodos y en los primordios de las hojas. Su expresión es constitutiva y no se 
altera en función del potasio disponible (Lagarde et al., 1996). En otras especies se han 
identificado proteínas homólogas a AKT1, como LKT1 en raíces de tomate (Hartje et al., 2000) 
y KDC1 en pelos radiculares de zanahoria (Downey et al., 2000). En plantas de pimiento se ha 
observado una absorción de potasio a través de un sistema de alta afinidad, que disminuye la 
concentración de potasio en el medio hasta 10  µM y que se conserva en presencia de 1 mM 
de amonio (un inhibidor de proteínas de tipo HAK). Esta actividad se ha atribuido al canal 
CaAKT1 homólogo de AtAKT1 (Martínez-Cordero et al., 2005).  
                                                                                                                                                   I. Introducción 
21 
Los transportadores de la familia HAK/AtKT/KUP se identificaron originalmente en 
E.coli y se denominaron KUPs (permeasas de toma de K
+
) (Schleyer y Bakker, 1993). 
Posteriormente se encontraron homólogos en el hongo Schwanniomyces occidentalis, que se 
llamaron HAKs (transportadores de potasio de alta afinidad) (Bañuelos et al., 2000). Se 
clonaron homólogos de varias especies de plantas: AtKUP1, AtKUP2, AtKUP3, AtKUP4 y 
AtHAK5 de Arabidopsis y HvHAK1 y HvHAK2 de cebada, que se caracterizaron mediante 
ensayos de complementación en levaduras mutantes que carecían de sistemas de transporte 
de potasio propios (Quintero y Blatt, 1997; Santa-María et al., 1997; Fu y Luan, 1998; Rubio et 
al., 2000) y mediante experimentos de absorción de isótopos radiactivos en cultivos celulares y 
en raíces de plantas transgénicas (Kim et al, 1998; Rigas et al., 2001). En Arabidopsis, la 
familia de transportadores de potasio HAK/AtKT/KUP está formada por 13 genes (Véry y 
Sentenac, 2003) y se ha determinado que 7 de estos genes (KUP4, 5, 6, 7, 10, 11 y AtHAK5) 
intervienen directamente en el transporte de potasio, ya que complementan a mutantes de 
E.coli que carecen de varios transportadores de potasio (Gierth et al., 2005). Se trata de una 
familia heterogénea de transportadores de alta y de baja afinidad, que se pueden localizar en la 
membrana plasmática o en el tonoplasto (Senn et al., 2001). En Arabidopsis, estos genes se 
expresan en un amplio número de tejidos, y sobre todo en la raíz (Ahn et al., 2004). Entre ellos, 
sólo AtHAK5, que se expresa principalmente en la epidermis y la estela de la raíz principal y en 
la epidermis de las raíces laterales, ha mostrado inducción de su expresión tras someter a las 
plantas a hambre de potasio, seguida de inhibición cuando se vuelve a incluir en el medio este 
macronutriente (Ahn et al., 2004; Armengaud et al., 2004; Gierth et al., 2005). AtHAK5 es 
homólogo a HvHAK1, responsable de la absorción de potasio de alta afinidad en raíces de 
cebada, y a LeHAK5 de tomate. Los dos últimos también activan su transcripción  tras la 
privación de K
+ 
(Santa-María et al., 1997; Wang et al., 2002). Se ha sugerido que el transporte 
de K
+
 de alta afinidad en pimiento lo realiza el transportador CaHAK1, que es el homólogo de 
AtHAK5 (Martínez-Cordero et al., 2004, 2005).  La acumulación del RNA mensajero de 
CaHAK1 se induce fuertemente en raíces de plantas que sufren hambre de potasio. Además, 
esta inducción es mayor en ausencia que en presencia de amonio (Martínez-Cordero et al., 
2005).  
 




 alcanza las células de la estela a través de un flujo radial que se origina en las 
células de la epidermis o del córtex. Desde las células de la estela debe cargarse en el xilema 
para su distribución por toda la planta. Una de las proteínas responsable de la carga de K
+
 en 
el xilema de Arabidopsis es un canal rectificador de salida denominado SKOR (Stelar K
+
 
Outward Rectifier), cuya expresión en plantas se restringe al periciclo y las células del 
parénquima de la estela de la raíz. Los mutantes por inserción de T-DNA en este gen 
mostraron menor contenido de K
+
 en la savia del xilema y en la parte aérea que las plantas de 
la línea silvestre, mientras que los contenidos de K
+
 en la raíz eran similares, por lo que se le 
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asignó a SKOR la función de cargar el K
+
 en el xilema desde las células de la estela. En 
experimentos electrofisiológicos con oocitos de Xenopus se verificó que SKOR era el 
responsable de corrientes de salida de K
+
, que se inhibían  por una disminución de pH en el 
exterior  (de 7.4 a 6.4) o en el interior celular (de 7.4 a 7.2) (Lacombe et al., 2000a, b). Las 
corrientes de salida de K
+
 debidas a SKOR también se activan al aumentar la concentración de 
K
+
. Esta proteína tiene dos dominios que intervienen en la detección del nivel de K
+
: un dominio 
intracelular, que se encuentra en su extremo carboxilo (Liu et al., 2006) y un dominio 
extracelular, que pertenece a la región transmembrana y se encuentra próximo al poro 
(Johansson et al., 2006). Cuando SKOR detecta una concentración insuficiente de potasio en 
la raíz, se inhibe su función y se restringe el vertido de este macronutriente al xilema para su 
transporte a los órganos de almacenamiento o sumideros, que se encuentran en la parte aérea. 
Por tanto, este canal podría actuar como sensor de la disponibilidad de potasio a nivel de la 
raíz (Liu et al., 2006).  
 
I. 5.5.3 Redistribución de K+ y descarga en el floema.  
 
En Arabidopsis se han clonado dos canales rectificadores de entrada de K
+
 de la 
familia “shaker” que se localizan en el floema y que podrían ser los responsables de realizar la 
función de carga de K
+
 en el floema. El canal de entrada de K
+
 AKT2 que, a diferencia de 
AKT1, tiene un alto nivel de transcripción en el tejido de las hojas (Dennison et al., 2001) es un 
canal de K
+





  (Marten et al, 1999; Deeken et al., 2000; Lacombe et al., 2000b). Su expresión se localiza 
en los vasos del floema, se induce con luz y ABA y se reprime por CO2, por lo que su función 
podría tener relación con la actividad fotosintética de la planta (Deeken et al., 2000; Pilot et al., 
2003). El canal rectificador de entrada de K
+
 KAT2, al igual que AKT2, se localiza en los vasos 
del floema de las hojas. Además, KAT2 colocaliza con el canal KAT1 en los estomas, donde 
ambas interaccionan para formar complejos heteromultiméricos (Pilot et al., 2001). En ensayos 
electrofisiológicos con oocitos de Xenopus se determinó que este canal producía corrientes 
rectificadoras de entrada de K
+
 que eran dependientes de voltaje y sensibles a pH externo 
(Pilot et al., 2001). Se ha clonado el homólogo de maíz, KZM1, que comparte su localización y 
su características electrofisiológicas al expresarse en oocitos de Xenopus, pero a diferencia de 
KAT2, KZM1 es insensible a pH externo, los canales individuales formados tienen una mayor 
conductancia y su activación está regulada por la concentración externa de K
+ 
(Pilot et al., 
2001; Philippar et al., 2003). Considerando las propiedades y la localización de estas proteínas, 
podrían ser consideradas las responsable de la carga de potasio en el floema para su posterior 
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I.5.5.4. Control de la transpiración: Apertura y cierre estomático. 
 
El cierre estomático es debido a la pérdida de turgencia de las células guarda, que se 




 y malato. Por el contrario, la entrada de 
estos iones es la responsable de devolver la turgencia a estas células y da lugar a la apertura 
estomática. El control de estos procesos es muy importante para la planta ya que permite 
minimizar las pérdidas de agua en episodios de sequía y estrés osmótico, y maximizar la toma 
de CO2  (MacRobbie, 1998). El cierre estomático se puede producir como consecuencia de un 
episodio de estrés osmótico, después de una señal mediada por ABA. Esta hormona causa la 
despolarización de la membrana plasmática, la alcalinización del citoplasma y un aumento del 
Ca
2+
 intracelular, que son los elementos de señalización que regulan distintas rutas que 
controlan la apertura y cierre estomático. La disminución/aumento en el pH y la 
hiperpolarización/despolarización de la membrana, activan a los canales de entrada/salida de 
K
+
, respectivamente (Grabov y Blatt, 1998; Hedrich et al., 2001). Aunque esto procesos 
disparados por ABA ocurren en pasos tempranos, existe una bajada de pH intracelular que 
precede a los cambios en la actividad de ambos canales (Blatt y Armstrong, 1993). Se ha 
reportado la activación mediada por pH ácido de canales de entrada de potasio de las células 
guarda de Arabidopsis (KAT1) y de patata (KST1). Esta entrada de K
+
 es un requisito para que 
se produzca la apertura estomática (Hoth y Hedrich, 1999).  
Una vez descrito el mecanismo es fácil suponer la importancia del papel de los canales 
y transportadores de K
+
 y aniones en los procesos de apertura y cierre estomático. En las 
células guarda se expresan los canales rectificadores de K
+
 de la familia “shaker” KAT1, KAT2, 
AKT1, GORK y, en menor proporción, AKT2 y AtKC1 (Szyroki et al., 2001). El canal de entrada 
de K
+
 que alcanza niveles de expresión mas elevados en las células de la guarda de 
Arabidopsis es KAT1, aunque se ha observado que su homólogo funcional KAT2 es incluso 
más importante para las corrientes de entrada de potasio en estas células (Pilot et al., 2001). 
Ambos canales se activan tras una disminución de pH extracelular (KAT1 en menor medida 
que KAT2), y por hiperpolarización de la membrana plasmática. En mutantes kat1 se 
registraron niveles de apertura estomática similares a los de las plantas silvestres, aunque en 
los mutantes las corrientes de entrada de K
+ 
eran más sensibles a bloqueo por Ca
2+
 (Szyroki et 
al., 2001). El hecho de que KAT1 no sea esencial para la apertura estomática se puede deber a 
varias causas: la utilización de otros osmolitos (azúcares) para generar la turgencia celular 
(Talbott y Zeiger, 1996), la acción de transportadores tipo HAK (Rubio et al., 2000), o la acción 
de otros canales de K
+
 que se localizan en estas células (KAT2, AKT1, AKT2 y AtKC1). Para 
ratificar la relación entre las corrientes de potasio y el cierre estomático se construyeron plantas 
transgénicas que producían una proteína KAT1 dominante negativa, que inactivaba a cualquier 
proteína con la que interaccionaba. Estas plantas mostraron una gran disminución en las 
corrientes de entrada de potasio y de su capacidad de apertura estomática (Kwak et al., 2001).  
La implicación del Ca
2+
 en los procesos de apertura y cierre estomático está 
relacionado con rutas de fosforilación/desfosforilación de los canales de K
+
. Estos canales 
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pueden ser homo o heteromultímeros. El análisis de líneas mutantes akt2 de Arabidopsis 
mostró que ésta es la única subunidad que se inhibe directamente como consecuencia de un 
aumento de Ca
2+
 intracelular. Por el contrario, las corrientes de entrada de potasio en líneas 
mutantes en las proteínas KAT1, AKT1 y AtKC1 eran iguales a las de las plantas de la línea 
silvestre en presencia de altas concentraciones de Ca
2+
, por lo que ésta debe ser la subunidad 
responsable del control mediado por proteín-quinasas/fosfatasas dependientes de calcio
 
(Ivashikina et al., 2005). Se podría postular que un complejo proteín-quinasa / fosfatasa regula 
la activación y desactivación de los canales de potasio tipo “shaker” (Batistic y Kudla, 2004), 













 fosfosrilación o 
desfoforilación 
Referencia 
nd nd ABI.1  Activa cierre 
estomático 
dependiente de ABA 
Armstrong et al., 1995 
AKT2 nd PP2C  Desfosforilación inhibe 
el canal 
Cherel et al., 2002 
KAT1 CDPK  nd nd Li et al., 1998 
AKT1 CIPK23 CBL1, 
CBL9 
Fosforilación activa el 
canal 
Xu et al., 2006 
Li et al., 2006 
nd SnRK2 nd Activa cierre 
estomático 
dependiente de ABA 
Li y Assmann., 1996; Li et 
al., 2000 ; Yoshida et al., 
2002; Mustilli et al., 2002 
 
Tabla I.3 Control mediado por Ca2+ de la apertura/cierre estomático mediante complejos 
fosfatasa / quinasa. (nd: no determinado). 
 
 
La proteína GORK se expresa en los estomas y en los pelos radicales, se activa por la 
despolarización de la membrana plasmática (como la inducida por ABA) y tiene la capacidad de 
percibir el potasio extracelular. Gracias a esta capacidad y mediante un proceso de 
retroalimentación negativa regula la liberación de potasio (Ache et al., 2000; Ivashikina et al., 
2001). El canal GORK expresado en oocitos de Xenopus produce corrientes de salida de 
potasio  activadas por despolarización con propiedades cinéticas similares a las corrientes de 
salida de potasio que se producen en las células guarda de los estomas durante el proceso de 
cierre estomático (Ache et al, 2000; Ivashikina et al., 2001). Los mutantes de inserción de T-
DNA gork-1 son incapaces de cerrar los estomas y sufren una gran pérdida de agua durante 
procesos de estrés osmótico o aplicación de luz, por lo que se podría postular que la salida  de 
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potasio de las células es el fenómeno responsable del cierre estomático (Ivashikina et al., 2001; 
Becker et al., 2003; Hosy et al., 2003). Además, a diferencia de lo observado en los canales de 
entrada de K
+
, la disrupción del gen GORK en el mutante de Arabidopsis gork-1 basta para 
reducir sensiblemente la actividad de los canales de salida de K
+
 rectificadora en las células 
guarda (Hosy et al., 2003). 





, así como los canales y transportadores implicados en el proceso de a la 
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I. 5.5.5. Interacción de la vía SOS con la nutrición de K+ : AKT1, HKT1 y SOS1. 
 
Los mecanismos responsables de la protección contra el estrés salino se ocupan de 




 en el citosol a nivel celular y una correcta distribución de Na
+
 
en la planta (Yeo et al., 1998; Maathuis y Amtmann, 1999; Tester y Davenport, 2003; Pardo et 
al., 2006). Aunque en un principio SOS1, que juega un papel crucial en la tolerancia a Na
+
, se 
definió como factor imprescindible en la nutrición de potasio (Zhu et al., 1998), su implicación 





en el citoplasma y que se inhiban proteínas responsables de la nutrición de potasio 
como AKT1. Se analizaron mutantes de Arabidopsis deficientes en los canales de salida de 
potasio SKOR y de entrada AKT1. Las plántulas de las líneas akt1 mostraron sensibilidad a sal, 
pero no las de skor, por lo que se postuló que el efecto del Na
+
 sobre la nutrición de potasio se 
produce a nivel de absorción y no de distribución por la planta (Qi y Spalding, 2004). 
Probablemente la proteína AtHKT1 sea, junto a SOS1, la responsable de la correcta 
distribución de Na
+
 en la planta (Rus et al., 2001; 2004). La sobreexpresión de AtHKT1 da lugar 




 en la raíz y acentúa la 
deficiencias de K
+
 de plantas sos1, sos3 y silvestres. Las plantas de la línea mutante hkt1 




 en la parte 
aérea. Sorprendentemente, la mutación hkt1 suprime además la deficiencias de crecimiento de 
los mutantes sos1 en un medio con baja aportación de K
+
 y reduce su sensibilidad a sal. Una 
desregulación de la expresión de este gen hacia el lado positivo o negativo produce un 
desequilibrio iónico que da lugar a hipersensibilidad a sal y deficiencias en la absorción de 
potasio. Estos resultados indican que HKT1 es una proteína importante en el mantenimiento de 
la homeostasis de Na
+
 y que a través de esta función regula, de forma indirecta, el estatus de  
K
+
 de la planta (Rus et al., 2001; 2004). Las deficiencias de crecimiento en las plantas mutantes 
sos en medio con baja aportación de K
+
 se podrían explicar por una acumulación de Na
+
 en las 
células de la raíz, potenciada por la falta de extrusión y de transporte xilemático mediados por 
SOS1 y por la actividad continuada de HKT1. La retención de Na
+





 citosólica en células de la raíz que tendría como consecuencia deficiencias en 
la nutrición de K
+
 al interferir con sus sistemas de transporte (Shi et al., 2002; Rus et al., 2004; 
Qi y Spalding, 2004). 
 
I. 5.5.6. Papel de las proteínas NHX en el transporte y la nutrición de K+.  
 
En apartados anteriores se ha descrito la implicación del K
+
 en procesos celulares 
esenciales para la vida de la planta como el mantenimiento de la turgencia celular, el ajuste 
electrostático de la membrana, la actuación como cofactor de distintas enzimas implicadas en 
distintos procesos metabólicos y la nutrición de la célula vegetal (Leigh y Wyn Jones, 1984) 
(apartado I.1.3). El análisis del contenido de potasio de la vacuola y del citosol en raíces de 
cebada cultivada en medios con distintas concentraciones de potasio mostró que en la vacuola 
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la concentración de potasio disminuye de forma linear con la cantidad de este nutriente en el 
tejido y de forma homogénea en los distintos tejidos (Walker et al., 1996). La concentración 
citosólica de K
+
 sólo empieza a disminuir cuando el potasio vacuolar se encuentra a una 
concentración inferior a 20 mM (Leigh y Wyn Jones, 1984). Además, lo hace de forma desigual 
en los distintos tipos de tejidos y disminuye más en células epidérmicas que en células 
corticales (Walker et al., 1996).  
La capacidad máxima de acumulación de potasio también es distinta en ambos 
compartimentos intracelulares. En plantas con suficiente aporte de potasio (1 mM), la 
concentración de este nutriente es mayor (el doble) en las vacuolas de la parte aérea que de la 
raíz (Tester y Leigh, 2001). Sin embargo, en estas condiciones, la concentración de potasio del 
citosol en las células de  la raíz y de la parte aérea es semejante (Walker et al., 1996). En 
ensayos electrofisiológicos se ha visto que los antiportadores catión/protón de la subfamilia 
NHE/NHX pueden ser los responsables del mantenimiento de la concentración adecuada de 
potasio citosólico, en condiciones en las que existe un superávit de este nutriente (Walker et 
al., 1996; Blumwald, 2000). En diversos casos, plantas transgénicas que sobreexpresan genes 
NHX han mostrado, asociada al fenotipo de tolerancia a estrés salino, una mayor acumulación 
de potasio en hojas que plantas de la línea silvestre (Zhang y Blumwald, 2001; Xue et al., 2004; 
Wu et al., 2005, Leidi et al., 2005). Los mutantes nhx1 de Arabidopsis tienen menor expansión 
de las hojas, aunque no se mostró una relación directa de este fenómeno con la deficiencia en 





 con la misma afinidad (Venema et al., 2002), por lo que podría estar 
implicado, junto a los canales de potasio, en el almacenamiento de K
+
 en la vacuola (Shabala, 
2003). De esta forma, en condiciones fisiológicas, las proteínas NHX podrían permitir que la 
vacuola funcionara como almacén de nutrientes y generador de turgencia (Leigh y Wyn Jones, 
1984), mientras que en condiciones de estrés salino serán las responsables de almacenar el 
ión tóxico Na
+




 en el citosol (Quintero et 
al., 2000). Se ha observado que las proteínas NHE de animales se regulan a través del 
extremo carboxilo mediante cambios en el pH citosólico (Putney et al, 2002). De forma análoga 
en plantas, el descenso del pH citosólico que se produce en condiciones de deficiencia de 
potasio podría funcionar como señal reguladora de las proteínas  NHX y/o CHX para controlar 
el transporte de potasio a nivel de la membrana plasmática o del tonoplasto (Walker et al, 1996; 
Pardo et al., 2006). 
 
I.5.6. Regulación del pH endosomal. 
 
Como resultado de los procesos metabólicos que tienen lugar dentro de las células se 




 que modifican el pH del compartimento 
subcelular en el que se concentren. Para que las distintas enzimas puedan actuar en las 
condiciones óptimas de pH las células han desarrollado una serie de mecanismos de 
estabilización del pH intracelular (Raven, 1985; Sakano, 2001). Entre las distintas proteínas 
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que intervienen en estos mecanismos se podrían encontrar los antiportadores catión/protón 
que utilizan la energía del gradiente de protones generado por el  funcionamiento de las 
distintas H
+
-ATPasas y pirofostatasas. En mamíferos las proteínas NHE de membrana 
plasmática son las responsables de la regulación del pH intracelular (Orlowski y Grinstein, 
2004). Tras el análisis de los resultados de ensayos electrofisiológicos se ha postulado que los 
antiportadores catión/protón de tonoplasto podrían ser uno de los mecanismos responsables 
del la regulación del pH vacuolar y citosólico y de los gradientes de iones producidos por estrés 
salino (Carden et al., 2003).  
 La fosfolipasa A2, que se encuentra en la membrana plasmática, produce 
lisofosfatidilcolina (LPC), que activa la liberación de protones desde el tonoplasto, para 
disminuir el pH citoplásmico. Esta liberación de protones es dependiente de Na
+
, inhibible por 
amilórido y se satura a una concentración de Na
+
 fisiológica (10 mM de Na
+
) (Viehweger et al., 
2005). Teniendo en cuenta las características de los antiportadores de tonoplasto NHX, podrían 
ser los responsables de la liberación de protones inducida por LPC en condiciones en las que 
no existe estrés salino (Pardo et al., 2006). 
Los antiportadores tipo NHX tienen un claro papel en el cambio de pH vacuolar que 
regula el color de los pétalos en varias especies del género Ipomoea. Dentro de las vacuolas 
de las células coloreadas de los pétalos de Ipomoea nil se encuentra la antocianina HBA (del 
inglés Heavenly Blue Anthocyanin). Este pigmento es el responsable del color de los pétalos 
antes (rojo) y después (azul) de abrirse la flor. Esto es debido a que esta antocianina, que 
reside en la vacuola, es de color rojo a pH débilmente ácido (6.6) y se vuelve azul en medio 
débilmente alcalino (7.7) (Yoshida et al., 1995). Los pétalos del mutante de inserción de T-DNA 
en el gen InNHX1 (ortólogo de  AtNHX1) no muestran el cambio de color de rojo a azul durante 
el proceso de apertura floral, fenómeno que se asocia  a la incapacidad  para cambiar el pH 
vacuolar que muestran estos mutantes (Fukada-Tanaka et al., 2000; Yamaguchi et al., 2001). 
Se ha aislado también InNHX2, que se expresa en tejidos vegetativos y que puede actuar junto 
a InNHX1 en la modificación del pH vacuolar (Ohnishi et al. 2005). Se ha aislado otro ortólogo 
de AtNHX1, similar a InNHX1 en Ipomoea tricolor (Yoshida et al., 2005). En esta especie se 
produce un cambio de color en los pétalos similar al descrito para Ipomoea nil. La cantidad de 
proteína y las actividades de la H
+
-ATPasa de membrana plasmática, de la H
+
-ATPasa y 





) también aumentan de forma paralela a este cambio de color (Yoshida et al., 2005).  
 
I.5.7. Regulación del tráfico de vesículas. 
 
El interior celular está  dividido en compartimentos, delimitados por membranas, con 
características y funciones muy distintas. Los mecanismos de correcta distribución de las 
proteínas de nueva síntesis desde el retículo endoplásmico hasta los compartimentos 
subcelulares donde van a ejercer su función se realiza a través de vesículas que circulan entre 
ellos y se produce mediante la fusión de éstas de unos compartimentos a otros.  El mecanismo 
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de fusión de vesículas depende de complejos proteicos denominados SNARE, formado por un 
componente V en la vesícula y un componente T en la diana (Sollner et al., 1993; Ungermann 
et al., 1998; Weber et al., 1998). La interacción de estas proteínas está regulada por la acción 
de pequeñas GTPasas monoméricas de la familia Rab/Ypt que a su vez dependen de la 
intervención de una proteína activadora denominada GAP (Strom et al., 1993). La acidificación 
de distintos compartimentos es crucial para que puedan realizar su función, tanto en la vía 
biosintética como en la endocítica o en la secretora (Nass y Rao, 1998; Gaxiola et al., 1999; 





 ScNHX1 produce una alcalinización en el compartimiento prevacuolar 
(CPV), que es responsable de la regulación del tráfico de vesículas desde éste hacia otros 
compartimentos (Bowers et al., 2000). Cuando ScNHX1 interacciona con la proteína GYP6 en 
el CPV se inhibe y el compartimiento se acidifica, por lo que se activa el transporte 
anterógrado, desde el Golgi al CPV y desde éste a la vacuola. Las vesículas con YPT6-GTP 
(responsable del tráfico Golgi-endosoma) llegan al CPV desde el Golgi. YPT6 se une a GYP6, 
se libera ScNHX1 y se alcaliniza el CPV, por lo que se activa el transporte retrógrado hacia el 
Golgi desde el CPV (Ali et al., 2004).  
En mamíferos, las proteínas NHE6-9 con localización intracelular tienen  una función 
menos definida que la de membrana plasmática, pero podrían ser los responsables de la 
regulación del pH endosomal y por tanto del direccionamiento del tráfico de vesículas 
intracelular (Brett et al., 2005b). En el caso de las plantas, los reguladores del tráfico vesicular 
dirigido por pH podrían ser las proteínas NHX de clase II, es decir, las que están localizadas en 
endosomas y transportan K
+
 con mayor especificidad. El K
+
 es un ión mucho más disponible en 
las células, en condiciones control, que el Na
+
, por lo que es más útil para intercambiarlo por 
protones para la regulación del pH (Yokoi et al., 2002a; Venema et al., 2003). Los mutantes 
nhx1 de levadura presentan defectos de biogénesis de la vacuola (Bowers et al., 2000) y el 
análisis del transcriptoma de los mutantes nhx1 de Arabidopsis mostró una gran diferencia en 
la expresión de genes relacionados con el procesamiento de proteínas y el tráfico de vesículas 



















Figura I.2. Mecanismos de absorción, transporte y distribución de Na+ y K+ en las 
plantas. Procesos desarrollados en las hojas (A) y en la raíz (B). 
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I.6. Otros mecanismos que intervienen en el mantenimiento de la homeostasis celular. 
 
I.6.1. Producción de osmolitos compatibles.  
 
El mantenimiento de la homeostasis celular incluye la regulación del equilibrio osmótico 
en el citosol. Como respuesta a cambios osmóticos externos se acumulan solutos en el citosol, 
que no interfieren en las reacciones metabólicas y que se denominan  osmolitos compatibles u 
osmoprotectores (Bohnert y Jensen, 1996). El almacenamiento de solutos compatibles en 
respuesta a estrés hiperosmótico es un proceso que se ha conservado en la evolución desde 
bacterias hasta animales y plantas (Yancey et al., 1982). Entre ellos hay elementos esenciales 
como el K
+
 y también solutos orgánicos. Dentro de estos últimos se encuentran azúcares 
(fructosa y glucosa), derivados alcohólicos de azúcares (glicerol, inositol metilado), azúcares 
complejos (trehalosa, rafinosa, fructanos), metabolitos cargados (aminoácidos y derivados de 
aminoácidos: prolina, glicina, betaina, b-alanina betaina, prolina betaina), aminas terciarias 
como la ectoína (1,4,5,6-tetrahidro-2-metil-4-carboxilpirimdina), y compuestos sulfónicos (colina 
o-sulfato,dimetil sulfonio propionato) (Hasegawa et al., 2000; Yokoi et al., 2002a).  
Los solutos compatibles ejercen la acción de osmoprotectores, ya que al acumularse 
en una cantidad suficiente disminuyen el potencial osmótico y  favorecen el influjo continuo de 
agua, por lo que contribuyen en la tolerancia a estrés hídrico y osmótico. Son hidrófilos, y por lo 
tanto pueden reemplazar al agua en la superficie de las proteínas, complejos proteicos y 
membranas, actuando como protectores o chaperonas de bajo peso molecular (Hasegawa et 
al., 2000), pero no se acumulan en concentraciones suficientes para producir el ajuste osmótico 
(Zhu et al., 2001b). La glicinbetaína es un ejemplo de soluto compatible que tiene funciones 
distintas al mantenimiento del equilibrio osmótico. Las plantas transgénicas de tabaco con la 
capacidad de producir glicinbetína mostraron mayor resistencia a bajas temperaturas que las 
plantas control (Holmström et al., 2000). Este fenotipo puede deberse a que este osmolito 
preserva la integridad de la membrana plasmática y tilacoidal tras estrés salino, congelación y 
altas temperaturas (Rhodes y Hanson, 1993).  
Como consecuencia del estrés osmótico y salino se producen especies reactivas de 
oxígeno (ROS), que causan desorganización de las membranas y muerte celular. Una función 
de los osmoprotectores es la de actuar como detoxificadores de estas especies reactivas de 
oxígeno (Bohnert y Jensen, 1996; Hasegawa et al., 2000;  Zhu et al., 2001b). 
 
I.6.2. Detoxificación del estrés oxidativo.  
 
En las plantas, como consecuencia de la aplicación de distintos tipos de estrés abiótico 
(frío, elevada salinidad, estrés hiperosmótico, altas temperaturas, estrés hídrico, sequía y  
estrés iónico) y biótico, se genera estrés oxidativo (Thompson et al. 1987; Smirnoff, 1993). El 
estrés oxidativo se puede diagnosticar por la acumulación de lípidos peroxidados, proteínas 
oxidadas y modificación de algunas bases en el DNA (Moran et al., 1994; Halliwell y Gutteridge, 
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1984). Estos daños se producen como consecuencia de la acumulación de especies reactivas 
de oxígeno (ROS). Dentro de las ROS se encuentran el peróxido de hidrógeno, los radicales 
hidroxilo y los aniones superóxido.  En las células vegetales, los cloroplastos, las mitocondrias 
y los peroxisomas  son importantes generadores de ROS como O2
-
 y H2O2 (Rich y Bonner, 
1978; del Río et al., 1991; Sahn, 1991). En los cloroplastos tanto el O2
-
 como el H2O2 son 
producidos principalmente por los aceptores electrónicos del fotosistema I (Rich y Bonner, 
1978; Asada y Takahashi, 1987; del Río et al., 1991; Sahn, 1991). En los cloroplastos que se 
encuentran iluminados se producen singletes de O2 debido a la transferencia de electrones 
desde una molécula de clorofila a una molécula de O2 (Rich y Bonner, 1978; Asada y 
Takahashi, 1987; del Río et al., 1991; Sahn, 1991). El oxígeno molecular puede sufrir una 
reducción univalente en los complejos I y II de la cadena respiratoria en las mitocondrias. Como 
consecuencia se genera el anión superóxido que a su vez puede dismutar a peróxido de 
hidrógeno (Braidot et al., 1999). Aunque las ROS se generan durante las reacciones 
metabólicas normales de la célula, sus niveles aumentan considerablemente durante los 
episodios de estrés biótico o abiótico (Xiong et al, 2002). El estrés salino causa el cierre 
estomático que provoca una reducción de la proporción CO2/O2 en el tejido foliar, por lo que se 
inhibe la fijación de CO2 (Hernández et al., 1999). Esta inhibición tiene como consecuencia un 
reducción excesiva de los componentes de la cadena de transferencia electrónica fotosintética 
y causa la generación de ROS tales como singletes de oxígeno, aniones superóxido, peróxido 
de hidrógeno y radicales hidroxilo (OH
-
) (Hoshida et al., 2000).  
Las ROS muestran un papel dual durante eventos de estrés abiótico: se acumulan en 
concentraciones moderadas para activar los mecanismos de defensa a estrés, y en altas 
concentraciones producen efectos nocivos para el metabolismo, aumentando los efectos 
causados por el estrés  (Hernández et al., 2001; Gueta-Dahan et al., 1997; Meneguzzo et al., 
1999). Existen distintos componentes dentro de la maquinaria de eliminación de ROS: los 
antioxidantes como el ácido ascórbico, el glutatión, la tiorredoxina, tocoferoles y carotenoides y 
enzimas detoxificadoras como la superóxido dismutasa, la ascorbato peroxidasa, la glutatión 
reductasa, la guaiacol peroxidasa y la catalasa (Hasegawa et al., 2000; Apse y Blumwald, 
2002; Chinnusamy et al., 2004). La expresión de los genes que codifican estas enzimas es 
activada por distintas condiciones de estrés además de por ABA (Guan y Scadalios, 1998; 
Guan et al., 2000). La sobreexpresión de algunas de las enzimas implicadas en la 
detoxificación de ROS conlleva un aumento de la tolerancia a algunos agentes causantes de 
estrés abiótico (bajas temperaturas, sal o sequía), respecto a la exhibida por las plantas de la 
línea silvestre (Bohnert y Sheveleva, 1998; Zhu, 2001a). Plantas de tabaco sobreexpresantes 
para glutatión S-transferasa y glutatión peroxidasa mostraron mayor tolerancia a frío y a estrés 
salino (Roxas et al., 1997; 2000), y plantas transgénicas de tabaco con bajos niveles de 
actividad catalasa mostraron mayor sensibilidad a estrés salino (Willekens et al., 1997). El 
mutante pst1 de Arabidopsis, un regulador negativo de enzimas implicadas en la respuesta a 
estrés oxidativo, muestra una mayor tolerancia a salinidad que correlaciona con una mayor 
capacidad para detoxificar ROS (Tsugane et al., 1999). La relación entre la tolerancia a estrés 
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oxidativo y a estrés salino no se produce sólo en dicotiledóneas. Plantas de arroz que 
sobreexpresaban la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD) de levadura 
mostraron mayor tolerancia a salinidad que las plantas de la línea silvestre (Tanaka et al., 
1999). Bajo condiciones de estrés biótico una de las funciones de ROS es la de fortalecer la 
pared celular para prevenir la penetración de patógenos. La sobreexpresión de una peroxidasa 
de pared celular parece conferir mayor tolerancia a salinidad durante la germinación de 
semillas de tabaco, posiblemente debido a un aumento en la absorción de agua causado por 
una modificación en la permeabilidad de la pared celular (Amaya et al., 1999). En plantas 
transgénicas de tabaco que sobreexpresan una quitinasa fúngica se ha registrado un elevado 
nivel de expresión de una peroxidasa apoplástica y el aumento en la tolerancia a salinidad, a 
metales pesados y a ataque por patógenos (Dana et al., 2006).  
Como se mencionó anteriormente, las ROS podrían disparar cascadas de señalización 
que activasen la respuesta a estrés oxidativo. Todavía no se ha determinado el papel concreto 
que ejercen cada una de ellas, pero se ha observado que el peróxido de hidrógeno puede 
interaccionar con otros segundos mensajeros, como el Ca
2+
 y con hormonas (Pastori y Foyer, 
2002). La identificación de distintas MAPK ha sugerido que la activación de la expresión de los 
genes que codifican las enzimas implicadas en la detoxificación de ROS se produce a través 
cascadas de fosforilación, dirigidas por MAPK (Chinnusamy et al., 2004), como NPK1, una 
proteín-quinasa activada por mitógeno (MAPK) (Kovtun et al., 2000) y ANP1, una MAPKKK que 
se encuentra dentro de la ruta de señalización que activa la expresión de glutatión S-
transferasa, una de las enzimas detoxificadoras de ROS. Además, plantas transgénicas de 
tabaco que sobreexpresan ANP1 (MAPKKK), mostraron mayor tolerancia a sal y otros tipos de 
estrés abióticos (Kovtun et al. 2000). Todos estos datos confirman la relación entre la tolerancia 
a salinidad y la detoxificación de ROS y la implicación en este último proceso de cascadas de 
señalización mediante fosforilaciones. 
  
I.7. Organismos modelo utilizados.  
 
I.7.1 Uso de Solanum lycopersicum L. (tomate) en el análisis de plantas que 
sobreexpresan genes de resistencia a salinidad. 
 
El tomate es un vegetal que se encuentra distribuido ampliamente sobre la superficie 
terrestre, aunque su producción se concentra en zonas áridas o semiáridas y por tanto sufre los 
problemas de salinización secundaria debida al riego y a las malas prácticas agronómicas 
comentadas anteriormente (Szabolcs, 1994; Cuartero y Fernández-Muñoz, 1999). Esta especie 
reúne una serie de características que la hacen muy adecuada para su uso en estudios de 
fisiología y biología molecular realizados en un laboratorio. Puede crecer en un amplio rango de 
condiciones de cultivo y sus semillas pueden almacenarse durante largo tiempo. Debido a su 
carácter autógamo las líneas se conservan puras fácilmente. Es una especie que se puede 
transformar, con todas las ventajas que esto supone: sobreexpresión o silenciamiento de genes 
                                                                                                                                                   I. Introducción 
34 
propios e introducción de genes de interés potencial para la mejora de alguna de sus 
características. Los grandes avances en la secuenciación de su genoma permiten la 
identificación y la clonación de genes determinados. Al tratarse de una especie con relevancia 
desde el punto de vista económico, se han realizado a lo largo del tiempo una gran cantidad de 
estudios fisiológicos relacionados con su tolerancia a salinidad, por lo que en conjunto se trata 
de una especie muy adecuada para utilizar como modelo en estudios de este tipo. 
En  el presente trabajo se ha usado la variedad microtomate (Dan et al., 2006), 
desarrollada para su uso ornamental pero de uso cada vez más frecuente en laboratorio, ya 
que a las cualidades anteriores hay que sumarle un pequeño tamaño que permite cultivar un 
gran número de plantas en un espacio reducido. Gracias estas características se ha podido 
desarrollar una técnica de cultivo hidropónico a pequeña escala, que ha permitido realizar los 
experimentos, descritos en este trabajo, cultivando al mismo tiempo las plantas de todas las 
líneas, incluyendo la línea control, en todas las condiciones deseadas para cada uno de ellos. 
 
I.7.2 Uso de Arabidopsis thaliana en la caracterización de genes relacionados con la 
resistencia a la salinidad y mantenimiento de  la homeostasis iónica. 
 
La especie glicofita Arabidopsis thaliana es una crucífera bianual, de pequeño tamaño, 
con un ciclo de vida muy corto y una elevada producción de semillas. Las distintas etapas de 
su desarrollo están bien definidas, de forma que a través del estudio de caracteres fenotípicos 
concretos se pueden determinar las consecuencias de manipulaciones en su genoma (Boyes 
et al., 2001). A estas características fisiológicas hay que sumarles que al tratarse de una planta 
autógama es fácil conservar líneas puras. La posibilidad de transformar fácilmente esta planta 
permite la utilización de un gran número de herramientas genéticas, con las que obtener 
plantas sobreexpresantes o silenciadas en uno o varios genes.  
Entre los distintos ecotipos de Arabidopsis existen distintos grados de tolerancia a 
salinidad. Gracias a la disponibilidad de la secuencia completa del genoma de Arabidopsis  se 
ha podido realizar una comparación sistemática entre los distintos ecotipos, con el fin de 
identificar posibles QTLs (Quantitative Trait Loci) importantes en la tolerancia a la salinidad, 
tanto en la germinación como durante el desarrollo vegetativo (Quesada et al., 2002; Rus et al., 
2006). 
 
I.7.3 Uso de Saccharomyces cerevisiae como organismo modelo eucariota para la 
producción de proteínas heterólogas. 
 
Los mecanismos moleculares de numerosos procesos celulares en eucariotas se han 
conservado desde levaduras a células de mamíferos. Esto ha permitido el uso de levaduras 
para estudiar procesos celulares básicos que están conservados en los eucariotas superiores 
(Thukral et al., 1993). La levadura S. cerevisae es un organismo no patógeno, de crecimiento 
rápido, que es fácil de manipular, transformar y cultivar en laboratorio, su genoma está 
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secuenciado, existen mutantes en prácticamente todos los genes y tiene un ciclo haploide y un  
ciclo diploide que permiten la realización de análisis genéticos con facilidad. Las características 
enumeradas anteriormente permiten realizar experimentos que proporcionan una información 
muy útil sobre procesos celulares que se desarrollan en organismos eucarióticos pluricelulares. 
Algunos de estos ensayos son: la determinación de la localización subcelular de proteínas 
vegetales marcadas con GFP, la producción, a gran escala, de proteínas o fragmentos de 
proteínas heterólogas fusionadas a GST, el estudio de la interacción entre proteínas mediante 
la técnica de doble híbrido, el análisis de la  función de una o varias proteínas procedentes de 
organismos superiores. La complementación de mutantes bien caracterizados de levadura ha 
sido usada con éxito para identificar genes de plantas que desempeñan funciones similares. 
Esta aproximación ha sido particularmente fructífera en el caso de la identificación y el análisis 
funcional de sistemas de transporte iónico relacionados con los mecanismos de tolerancia a 
estrés salino, como el sistema SOS (Quintero et al., 2002) y el propio antiportador AtNHX1 


















































 que parecen estar implicados 
en la tolerancia al estrés salino en plantas. La familia de genes NHX de Arabidopsis consta de 
seis miembros, entre los cuales se encuentran AtNHX1 y AtNHX2. Estos genes codifican 
transportadores vacuolares con alta de identidad de secuencia y tienen un patrón de expresión 
solapante. Uno de los objetivos de esta tesis ha sido la determinación de la función  de estas 
proteínas dentro de los mecanismos de mantenimiento de la homeostasis iónica celular. En el 
Capítulo I de esta Tesis se describe la caracterización fenotípica y molecular de los mutantes 
de falta de función nhx1 y nhx2 de Arabidopsis tanto en condiciones de cultivo estándar como 
durante episodios de estrés salino y osmótico. Además, se ha tratado de averiguar si las 
proteínas AtNHX1 y AtNHX2 ejercen funciones similares en la planta, obteniendo líneas dobles 
mutantes nhx1 nhx2 y analizando sus fenotipos en distintas condiciones de crecimiento, sus 




, y la distribución subcelular de estos iones en las distintas líneas 
analizadas.  
Los antecedentes que se encontraban en la literatura antes del desarrollo de esta Tesis 
describían líneas transgénicas que sobreexpresaban la proteína AtNHX1 u otras similares en 
varias especies vegetales. Estas líneas muestran distintos grados de tolerancia a la salinidad 
así como diferencias en sus contenidos de sodio y/o potasio. En el Capítulo II de esta Tesis  se 




 en plantas de 
tomate que sobreexpresan AtNHX1 y las implicaciones de esta distribución tanto en la 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 
 








 Para la propagación de plásmidos se utilizaron las cepas:  
 
CEPA GENOTIPO     REFERENCIA 
XL1-Blue supE44 hsdR17 recA1 endA1 gyrA46t hi relA1 lac- 
F' [proAB+ lacIq lacZ!M15 Tn10(tetr)] 
Bullock et al. (1987) 
XL10Gold TetR !(mcrA)183 !(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 
endA1 supE44 thi-1 recA1 lac Hte [F’ proAB lacI
q
 
Z!DM15 Tn10 (TetR) Amy Cam
r
] 











Zero Blunt®TOPO® PCR 
Cloning Kit. InvitrogenTM 
Life technologes. 
GM48 F- thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam 
dcm glnV44   
Marinus (1973)  
  
Agrobacterium tumefaciens.  
 
 Para la transformación de discos de cotiledones de tomate se utilizó la cepa LBA4404   
(plásmido Helper: pAL4404), Hoekema et al. (1983). 
 
M.1.1.2. Medios y condiciones de crecimiento de bacterias. 
 
La esterilización  de los medios se hizo autoclavando 20 minutos a 120 ºC y 2 
atmósferas de presión.  
 
Medio Luria-Bertani (LB)  
 
Extracto de levadura 0.5% (p/v) 
Bacto-Triptona 1% (p/v) 
NaCl 1% (p/v) 
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 Para preparar el medio LB sólido se añadieron 15 g/l de Bactoagar (Difco).  
 Para preparar células competentes de E. coli,  las bacterias crecieron en medio ! ! 
 
Medio !  
 
Extracto de levadura 0.5% (p/v) 
Bacto triptona  2% (p/v) 
MgSO4 15 mM 
KCl 10 mM 
  
 Para cultivar la  cepa de bacterias competentes Oneshot® Mach1TM-T1® se usó el Medio 




Triptona 2% (p/v) 
Extracto de levadura 0.5% (p/v) 
NaCl 10 mM 
KCl 25 mM 
MgCl2 10 mM 
MgSO4 10 mM 
Glucosa 20 mM 
 
En todos los casos el pH se ajustó a 7 usando NaOH. 
Para seleccionar plásmidos en las distintas cepas bacterianas se añadieron distintos 
antibióticos en el medio esterilizado y enfriado a ~50 ºC. 
 
Preparación de los distintos antibióticos. 
 
Ampicilina: La solución madre se preparó a una concentración de 100 mg/ml en agua 
de calidad milli-Q. Una vez disuelta se esterilizó por filtración con filtros de 0.22 !m (Millipore 
Corp., Bedford, Massachussets, EE.UU.). La concentración de ampicilina empleada en los 
medios de cultivo fue de 100 µg/ml. 
Kanamicina: La solución madre se preparó a una concentración de 50 mg/ml en agua 
de calidad milli-Q. Una vez disuelta se esterilizó por filtración con filtros de 0.22 !m (Millipore 
Corp., Bedford, Massachussets, EE.UU.). La concentración de kanamicina empleada en los 
medios de cultivo fue de 50 !g/ml. 
Rifampicina: Para preparar la solución se disolvió el antibiótico en  metanol a una 
concentración de 30 mg/ml. Este antibiótico es fotosensible, por lo que se conservó en tubos de 
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polipropileno estériles, protegidos de la luz. Este antibiótico se utilizó en cultivos de 
Agrobacterium para evitar contaminaciones con E.coli, a una concentración final de 50 !g/ml. 
Tetraciclina: La solución madre se preparó en etanol absoluto a una concentración de 
10 mg/ml, se repartió en tubos de Eppendorf estériles y éstos se conservaron a –20 ºC 
protegidos de la luz. La concentración de tetraciclina empleada en los medios de cultivo fue de 
10 !g/ml. 
Para la conservación de bacterias que contenían los plásmidos de interés se añadió 




M.1.2.1. Cepas de Saccharomyces cerevisiae utilizadas. 
 
Para la producción de proteínas de fusión se utilizó la cepa GRF167 (MATa, ura3, his3, 
GAL+)(Curcio y Garfinkel, 1991). 
 
M.1.2.2. Medios y condiciones de crecimiento de levaduras. 
 
 Se siguieron las técnicas de manipulación y crecimiento de levaduras descritas por 
Guthrie y Fink (1991) y Ausubel et al. (1996). 
 Las levaduras crecieron a 30 ºC salvo excepciones, que se indican en cada caso. Para 




Extracto de levadura  1% (p/v) 
Peptona  2% (p/v) 
Glucosa  2% (p/v) 
 
Para solidificar el medio se añadió  2% (p/v) de bactoagar (Difco). 




Yeast nitrogen base w/o aminoacids 0.17% (p/v) 
(NH4)2SO4 0.5% (p/v) 
Glucosa 2% (p/v) 
 
Se añadieron los aminoácidos necesarios para cada cepa a las concentraciones 
indicadas en Ausubel et al. (1996). El pH se ajustó a 6.0 con NaOH.  
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M.1.3. Material vegetal. 
 




Para los experimentos en los que se estudiaron los mutantes de inserción de T-DNA en 
los genes AtNHX1 y AtNHX2 se utilizaron las siguientes líneas de Arabidopsis: 
 
Ecotipo Líneas Origen 
Columbia Col-0  
 




Arabidopsis  Biological Resource Center (ABRC, 
Ohio State University, Ohio, EE.UU) 





Solanum lycopersicum L. 
 
Para los experimentos con líneas mutantes de sobreexpresión de la proteína AtNHX1 se 
utilizaron las siguientes líneas de tomate: 
 
Cultivar Líneas Origen 
MicroTom (Scott y 







Laboratorio de Paul M. Hasegawa y Ray A. Bressan 




M.1.3.2. Cultivo de plantas in vitro. 
 
La manipulación del tejido vegetal en condiciones estériles se realizó en una cabina de 
flujo laminar horizontal. Los medios se esterilizaron mediante autoclave a 120 °C y 2 atmósferas 
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Recolección y conservación de semillas. 
 
 Inmediatamente después de la aparición del escapo las plantas se protegieron con 
AraconsTM (Lehle Seeds, Round Rock, TX, EE.UU.). Cuando las silicuas maduraron se 
recolectaron cortando el escapo por la base y pasando las silicuas dos veces por un tamiz de 
acero inoxidable. Las semillas se guardaron en sobres de papel, dentro de contenedores 
herméticos y en presencia de gel de sílice a 4 ºC. 
 
Esterilización de semillas. 
 
Las semillas de Arabidopsis previamente desecadas se añadieron a un tubo Eppendorf 
de 1.5 ml (aproximadamente 700 semillas/tubo). Se realizó un primer tratamiento con etanol al 
70% durante 2 minutos. A continuación se mantuvieron durante 7 minutos en una solución 20% 
de hipoclorito, 2% de TWEEN-20, en agitación. Finalmente se realizaron 5 lavados con agua 
desionizada estéril. Tras retirar el agua del último lavado se les añadió 1 ml de una solución 0. 




Solución nutritiva MS (Murashige y Skoog,1962).  
 
Macronutrientes (mM) Micronutrientes ("M) 
NH4NO3 20.6 H3BO3 100 
KNO3 18.5 FeSO4 .7H2O 100 
CaCl2 .2H2O 3.0 MnSO4.H2O 100 
MgSO4 .7H2O 1.5 EDTA- Na2 100 
KH2PO4 1.2 ZnSO4 .7H2O 30 
  KI 5 
  Na2MoO4.2H2O 1 
  CoCl2 .6H2O 0.1 
  CuSO4.5H2O 0.1 
 
Se suplementó con 30 g/l de sacarosa. El pH se ajustó a 5.7 con KOH y se tamponó con 
2.5 mM de MES. Para preparar medio sólido se añadió 0.8-1% (p/v) de Bactoagar (Difco). 
Para seleccionar las líneas de plantas transformantes de Arabidopsis se añadió 
kanamicina a una concentración final de 50 mg/l en la solución nutritiva MS esterilizada y 
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Solución modificada de Spalding. 
 
Es una solución con menos macronutrientes que la solución nutritiva MS y sin NH4+ 
(Spalding et al., 1999). Se utilizó en experimentos en los que se estudió el fenotipo de las líneas 
mutantes frente a distintas concentraciones de K+ (0, 0.1, 1, 10 y 100 mM). El  K+ se añadió 
como KCl. Se usó agua de calidad milli-Q para minimizar las contaminaciones de este nutriente. 
 
Macronutrientes (mM) Micronutrientes ("M) 
Ca(NO3)2 .4H2O 2.5 FeSO4.7H2O
 100 
MgSO4 .7H2O 2 EDTA- Na2 100 
KCl 1 CaCl2 .2H2O 25 
Ca(H2PO4)2 0.08 H3BO3 25 
  ZnSO4 .7H2O 2 
  MnSO4 .H2O 2 
  CuSO4 .5H2O 0.5 
  Na2MoO4 0.5 
  CoCl2 0.01 
 
Se suplementó con 10 g/l de sacarosa. El pH se ajustó a 5.7 con NaOH y se tamponó 
con 2.5 mM MES. Para preparar medio sólido se añadió 0.8% (p/v) de agarosa (SeaKemR LE). 
Las cajas se incubaron en cámaras de cultivo con iluminación y temperatura 
controladas: (día/noche): 25/20±2 ºC; 40/60% RH (humedad relativa); 16 horas de luz; 150 µmol 
m2 s-1 PAR (radiación fotosintéticamente activa). 
 
M.1.3.3. Cultivo de plantas en suelo. 
 
 Tanto las plantas de Arabidopsis como las de tomate crecieron en una cámara de cultivo 
en las mismas condiciones que se describen en el apartado anterior. Las semillas de 
Arabidopsis se sometieron a vernación durante 2-4 días a 4 ºC, sumergidas en una solución de 
agar 0.1% (p/v) antes de sembrarlas en macetas, con turba (sustrato tipo 2, Florasca). Las 
plantas de tomate se cultivaron en macetas con una mezcla 4:1 de turba (sustrato tipo 2, 
Florasca) y perlita. 
 
M.1.3.4. Cultivo de plantas en hidropónico. 
 
 Tanto las plantas de Arabidopsis como las de tomate, cultivadas en medio hidropónico, 
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Cultivo de plantas de Arabidopsis. 
 
 Se sembraron una o dos semillas de Arabidopsis, tras someterlas a vernación (apartado 
M.1.2.3), en tubos Eppendorf con el fondo cortado, rellenos de lana de roca húmeda. Estos 
tubos se dispusieron en una gradilla que se depositó dentro de un contenedor con agua. Se 
emplearon 50 tubos Eppendorf por línea con una plántula en cada uno. Tras cuatro días, se 
transfirieron las plántulas, que ya habían desarrollado los cotiledones, a un contenedor con 8 
litros de solución nutritiva estándar, con una composición de macronutrientes similar  a la usada 
por Spalding, 1999, con 1 mM KCl y de  micronutrientes según Hewitt y Notton, 1966. Se utilizó 
agua desionizada para la preparación de estas solución. 
 
Solución nutritiva estándar  para Arabidopsis. 
 
Macronutrientes (mM) Micronutrientes (µM) 
Ca(NO3) 2. 4H2O 2 H3BO3 30 
KCl 1 MnSO4.H2O 10 
MgSO4 .7H2O 1 ZnSO4. 7H2O 5 
Ca(H2PO4)2 1 CuSO4 .5H2O 1 
  (NH4)6Mo7O24 .4H2O 0.07 
 
 Esta solución nutritiva se suplementó con 0.04 g/l de Sequestrene 138-Fe (EDDHA-Fe). 
Las soluciones se renovaron semanalmente. Cada contenedor recibió aireación de forma 
continua por medio de un tubo conectado a una bomba de aire de acuario (RenaTM Air 300).  
 
Cultivo de plantas de tomate. 
 
Las plántulas de tomate de 3 días, germinadas en papel de filtro empapado con solución 
nutritiva Long Ashton modificada (Hewitt y Notton, 1966) a 28 ºC y en oscuridad, se 
transplantaron a arena y se regaron con esta misma solución nutritiva. A las dos semanas, se 
eligieron aquellas que presentaban un tamaño uniforme y se transfirieron a contenedores de 
plástico con 8 litros de la misma solución nutritiva  (estándar) utilizada para la germinación.  
 
Solución nutritiva estándar para tomate. 
 
Macronutrientes (mM) Micronutrientes (µM) 
Ca(NO3) 2. 4H2O 2 H3BO3 30 
K2SO4 1.5 MnSO4.H2O 10 
MgSO4 .7H2O 1 ZnSO4. 7H2O 5 
KH2PO4 1 CuSO4 .5H2O 1 
  (NH4)6Mo7O24 .4H2O 0.07 
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 Esta solución nutritiva se suplementó con 0.04 g/l de Sequestrene 138-Fe (EDDHA-Fe). 
Cada contenedor recibió aireación de forma continua con una bomba de acuario, como se 
describió previamente para las plantas de Arabidopsis. 
 
M.2. Purificación  y análisis de DNA. 
 
M.2.1. Purificación de DNA. 
 
M.2.1.1. Minipreparaciones de DNA plasmídico bacteriano. 
 
 La preparación de plásmidos amplificados en E. coli se hizo utilizando el método de lisis 
alcalina, tal como se describe en Sambrook et al. (1989). Se inoculó una colonia de E. coli, 
transformada con el plásmido correspondiente  en medio LB líquido suplementado con el 
antibiótico necesario para su selección. Se cultivó durante una noche a 37 ºC. Se recogieron las 
células por centrifugación a 13,000 rpm durante 1 minuto (Biofuge Pico, Heraeus) y se 
resuspendieron en un volumen adecuado de la Solución I. Se añadieron 2 volúmenes de la 
Solución II recién preparada y se mezcló con suavidad, invirtiendo el tubo. A continuación, se 
añadieron 1.5 volúmenes de la Solución III y la mezcla se incubó en hielo durante 10 minutos y 
posteriormente se centrifugó a 13,000 rpm durante 10 minutos (Biofuge Pico, Heraeus) para 
separar el DNA de los restos celulares. Se concentró el DNA por precipitación con 2 volúmenes 
de etanol 96% (v/v) y tras un lavado con etanol 70% (v/v) se resuspendió en un volumen 
adecuado de tampón TE + 20 !g/ml de RNAasa A. 
 
Solución I Solución II Solución III 
Tris-HCl pH 8 25 mM NaOH 0.1 N Acetato sódico pH:5.2 3 M 
Glucosa 50 mM SDS  10% (p/v)   




Tris-HCl pH 8 10 mM 
EDTA-Na2 pH 8 1 mM 
 
En los casos en que se requería DNA de gran pureza se usó el Kit Perfectprep® Plasmid 
Mini (Eppendorf), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
M.2.1.2.  Extracción de DNA de plantas. 
 
Se siguió el protocolo descrito en Edwards et al. (1991) . A las plantas de las distintas 
líneas de mutantes de Arabidopsis se les tomaron 2 hojas de la roseta, y a los mutantes de 
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tomate un fragmento de hoja joven (75-100 mg), que se introdujeron en un tubo Eppendorf, 
donde se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido. Las muestras se trituraron con un 
émbolo de plástico, sin dejar que se descongelaran. Una vez convertidas en un polvo fino se les 
añadieron 400ml de tampón de extracción, previamente calentado a 65 ºC y 400 "ml de 
cloroformo. Tras esto cada muestra se agitó con un vórtex y se calentó a 65 ºC durante 5 
minutos. Se centrifugó a 13,000 rpm durante 10 minutos (Biofuge Pico, Heraeus), se recogió la 
fase superior, donde se encontraban los ácidos nucleicos y se pasó a un tubo nuevo. Se 
precipitaron los ácidos nucleicos con 500 "ml de isopropanol, a 25 ºC, durante 20 minutos y se 
centrifugaron a 13,000 rpm durante 15 minutos (Biofuge Pico, Heraeus). El precipitado se lavó 
con etanol 70% (v/v), se secó durante 15 minutos y se resuspendió en 50 " µl de agua calidad 
milliQ. Una vez resuspendido se trató con  20 !g/ml  de RNAasa durante 30 minutos a 37 ºC. 
Las muestras de DNA se usaron  inmediatamente o se mantuvieron congeladas a –20 ºC.  
 
Tampón de extracción. 
 
d-Sorbitol 140 mM 
Tris-HCl pH:8 220 mM 
EDTA-Na2 pH:8 22 mM 
NaCl 800 mM 
CTAB 0.8% (p/v) 
n-Laurilsarcosina 1% (p/v) 
 
M.2.2. Cuantificación de DNA. 
 
La concentración de DNA en solución se estimó utilizando el espectrofotómetro 
NanoDrop® (ND-1000 Spectrophotometer). Para verificar la concentración del DNA se realizó 
una comparación en geles de TAE con 0.8% (p/v) de agarosa con muestras de DNA de 




Tris Base 242 g/l 
Ácido acético glacial 5.71% (v/v) 
EDTA-Na2 pH 8 50 mM 
 
 
M.2.3. Electroforesis de DNA en geles de agarosa. 
 
 Se realizaron como se describe en Sambrook et al., 1989. 
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M.2.4. Extracción de fragmentos de DNA en geles de agarosa. 
 
 Para la recuperación de fragmentos de DNA de geles de agarosa se utilizó el kit 
comercial: PerfectPrep. Gel Cleanup (Eppendorf®), siguiendo las indicaciones del fabricante. 
 
M.3. Manipulación enzimática de DNA. 
 
En general se siguieron los protocolos descritos por Sambrook et al., (1989). 
 
M.3.1. Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR con Taq. 
 
Para cada reacción se utilizaron ~100 ng de DNA, 0.25 !M de cada cebador, 2 mM 
dNTPs (dATP+dCTP+dGTP+dTTP, Boehringer Mannheim), 2,5 o 5 !l de buffer de Taq 
(Sambrook et al, 1989) y 0.5-1 U de Taq  DNA polimerasa en un volumen de 25 ó 50 !L. En 
general, se usaron las siguientes condiciones de reacción: 5 minutos a 95 ºC para 
desnaturalizar el DNA, 30 ó 35 ciclos con la secuencia: 30 segundos a 95 ºC, 30 segundos a 50-
65 ºC (5 ºC por debajo de la Tm de los oligonucleótidos usados), 1-3 minutos (1 minuto por cada 
Kb del fragmento que se quería amplificar) a 72 ºC, para la síntesis de DNA, y finalmente 5 
minutos a 72 ºC. 
 
Buffer de Taq 
 
KCl 50 mM 
Tris-HCl pH :8.3 10 mM 
MgCl2 1.5 mM 
gelatina 0.01% (p/v) 
 
M.3.2. PCR con Taq polimerasa de alta fidelidad. 
 
 La DNA polimerasa Pfu (Promega) es una Taq polimerasa de alta fidelidad que presenta 
una tasa media de error muy baja, de 1.3x10-6 mutaciones/pb/duplicación. Las reacciones de 
PCR se hicieron siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 
M.3.3. Clonación de fragmentos de PCR. 
 
 Una vez obtenido el gen o fragmento de gen que se querían clonar, mediante una 





PCR cloning (InvitrogenTM) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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En las ocasiones en las que no se utilizó este kit los fragmentos de PCR obtenidos con 
la DNA polimerasa de alta fidelidad Pfu, que origina fragmentos con los extremos romos se 
clonaron en el vector pCR®2.1 (Invitrogen), digerido con la enzima de restricción EcoRV.  
 
M.3.4. Digestión de DNA con enzimas de restricción. 
 
Las digestiones de DNA con enzimas de restricción se realizaron siempre en los 
tampones y las condiciones recomendadas por los fabricantes. Cuando hubo que digerir con 
más de una enzima, tras inactivar la primera enzima utilizada se precipitó el DNA añadiendo 
acetato sódico hasta 0.3 M y 2-3 volúmenes de etanol al 96% e incubando a 0 °C durante 30 
minutos. Tras centrifugar durante 15 minutos a 13,000 rpm (Biofuge Pico, Heraeus), se lavó el 
sedimento con etanol al 70% (v/v), se secó y se resuspendió en un volumen adecuado de 
tampón TE. Entonces se digirió con la segunda enzima. 
Las manipulaciones posteriores de los productos de la digestión se realizaron tras 
separarlos mediante electroforesis en un gel de TAE con 0.8% (p/v) de agarosa (apartado 
M.2.3) y extraerlos del gel con el kit referido en el apartado M.2.4, siguiendo las instrucciones 
del fabricante.  
 
M.3.5. Desfosforilación de los extremos 5’ del DNA. 
 
 Mediante este procedimiento se eliminaron los grupos fosfato de los extremos 5' de los 
plásmidos utilizados como vectores de clonación, con el objetivo de evitar su religación. Se 
añadieron 1-2 unidades de fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP) (Roche) en el mismo 
tampón de la digestión y la mezcla se incubó a 37 °C durante 30 minutos. La fosfatasa alcalina 
se inactivó incubando a 75 °C durante 10 minutos Una vez inactivada la enzima, el plásmido 
desfosforilado se separó en una electroforesis en un gel de TAE con 0.8% (p/v) de agarosa y se 
extrajo del gel usando el kit mencionado anteriormente (apartado M.2.4), siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  
 
M.3.6. Ligación de fragmentos de DNA. 
 
 La mezcla de reacción contiene 1 unidad de DNA ligasa del bacteriófago T4  (Invitrogen), 
tampón 1X para la enzima DNA ligasa  (suministrado por el fabricante), y los fragmentos de 
DNA que se desean ligar, en un volumen máximo de 20 !l. La cantidades de plásmido y de 
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 Donde 2:1 es la relación molar del inserto respecto al vector (Sambrook et al., 1989). 
Teniendo en cuenta las recomendaciones del fabricante, las ligaciones de extremos romos se 
incubaron a 16 °C durante 5 horas; las de extremos cohesivos se incubaron a temperatura 
ambiente durante 1-2 horas. Pasado este tiempo, se transformaron células competentes de E. 
coli con 10 !l de la mezcla de ligación. 
 
M.4. Análisis transcripcional. 
 
M.4.1. Extracción de RNA total de plantas. 
 
 La extracción de RNA desde tejidos vegetales se realizó usando TRIZOL Reagent 
(Amersham Pharmacia Biotech). Se recogieron las muestras de tejido (~100 mg), se guardaron 
en tubos Eppendorf y se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido. Estas muestras se 
trituraron usando un émbolo de plástico. Una vez obtenido un polvo fino se añadió 1 ml de 
TRIZOL y se homogenizó usando un Kinematica Polytron® (PT1200E, Brinkmann Instruments, 
Westbury, NY). Tras la homogenización las muestras se incubaron 5 minutos a 25 ºC y se 
centrifugaron a 12,000 rpm 10 minutos  a 4 ºC (Bifuge PrimoR, Heraeus) para eliminar el DNA 
genómico, polisacáridos y material insoluble. Se añadieron al sobrenadante 0.2 ml de 
cloroformo, y la mezcla se incubó 2-3 minutos a 25 ºC. Se centrifugó a 12,000 rpm a 4 ºC 
durante 15 minutos (Bifuge PrimoR, Heraeus) y se recuperó la fase acuosa. Para precipitar el 
RNA se añadieron 0.25 ml de isopropanol y 0.25 ml de una solución 1.2 M de citrato de sodio y 
0.8 M de NaCl. Se incubó 10 minutos a 25 ºC y se centrifugó a 12,000 rpm a 4 ºC durante 10 
minutos (Bifuge PrimoR, Heraeus). El precipitado de RNA se lavó con etanol 70%, se secó 
durante 5 minutos y se resuspendió en 10 !l de agua calidad milliQ previamente tratada con 0. 
1% DEPC. Las muestras se calentaron 10 minutos a 55-60 ºC, para facilitar la resuspensión del 
RNA. Para verificar la calidad del RNA se corrió una alícuota en un gel de TAE al 0.8% (p/v) de 
agarosa, preparado con agua de calidad milliQ tratada con 0.1% (v/v) DEPC, en una cubeta 
previamente lavada con 10% (p/v) SDS y tratada durante 30 minutos con  3% (v/v) H2O2.  
Todas las soluciones se trataron con 0.1% (v/v) DEPC, y todo el material utilizado se 




Fenol neutro 3 8% (v/v) 
Tiocianato de guanidinio 800 mM 
Tiocianato de amonio 400 mM 
Acetato sódico pH:5 100 mM 
glicerol  5% (v/v) 
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DEPC (Dietilpirocarbonato): es una sustancia muy tóxica. Debe manipularse en todo 
momento en una campana de extracción de gases. Se añadió a las soluciones al 0.1% (v/v), se 
agitó y se mantuvo al menos 12 horas a temperatura ambiente. Se inactivó autoclavándo 
durante 20 minutos a 2 atmósferas de presión y 120 ºC.  
 
M.4.2. Cuantificación de RNA. 
 
La concentración de RNA en soluciones se estimó a partir de la absorbancia a 260 nm. 
(Sambrook et al., 1989). Esta absorbancia se midió utilizando el espectrofotómetro NanoDrop® 
(ND-1000 Spectrophotometer) de la misma forma que para la determinación de la concentración 




M.4.3.1. Electroforesis de RNA en condiciones desnaturalizantes.  
 
El análisis de RNA por electroforesis se realizó en geles de agarosa con formaldehído, 
según se describe en Sambrook et al. (1989). 
Las hibridaciones RNA/DNA (“northern-blot”) se realizaron con 15 !g de RNA total de 




MOPS 20 mM 
Acetato sódico 8 mM 
EDTA-Na2 1 mM 
 
El pH se ajustó a 7 con NaOH. 
 
M.4.3.2 .Transferencia de RNA a membrana de nylon. 
 
Tras la electroforesis, el gel se lavó tres veces en 2 X SSC. La transferencia del RNA 
del gel a membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham Pharmacia Biotech) se hizo por capilaridad 
usando como tampón 10 X SSC. Después de la transferencia, la membrana se lavó brevemente 
en 5 X SSC. La fijación del RNA a la membrana se hizo por exposición a luz UV (0.15 J/cm2) 
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1 X SSC  
 
NaCl 150 mM 
Citrato trisódico 15 mM 
 
Se llevó a pH 7 con una solución 1M de HCl  
 
M.4.3.3 Obtención  y purificación de sondas de DNA radiactivas. 
 
Las sondas radiactivas se prepararon con 50 ng de DNA molde. Para la producción de 
sondas marcadas radiactivamente con P32-dCTP. se usó el kit Random Primed DNA Labeling 
(Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez obtenida la sonda se purificó, para 
separar los oligonucleótidos no incorporados, usando columnas MicroSpinTMS-200 HR 
(Amersham Pharmacia Biotech), siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Para cuantificar el porcentaje de incorporación de precursor radiactivo a la sonda, que 
debía ser al menos de 50%, se determinó la cantidad de radiación (en una dilución 1/1,000) que 
se encontraba en la mezcla de reacción antes y después de la purificación de la sonda, con un 
lector Geiger (Minimonitor G-M tube serie 900, Mini-instruments LTD). Para desnaturalizar la 
sonda, ésta se calentó 5 minutos a 100 ºC, antes de la hibridación. 
 
M.4.3.4. Hibridación.  
 
La membrana se prehibridó en tampón Church (Church y Gilbert, 1984) durante 2 
horas, en agitación, a 65 ºC. Posteriormente, se hibridó durante 16-24 horas a 65 ºC, en la 
misma solución a la que se le había añadido previamente  la sonda marcada y desnaturalizada.  
 
Tampón Church  
 
BSA 1% (p/v) 
EDTA-Na2 1 mM 
Na2HPO4  pH 7.2 500 mM 
SDS 7% (p/v) 
 
M.4.3.5. Lavados y exposición. 
 
Se lavó la membrana 1 vez en 2 X SSC, 0.1% SDS  a 25 ºC, 1 vez en 2 X SSC, 0.1% 
SDS a 65 ºC y 2 veces en 0.2 X SSC, 0.1% SDS a 65 ºC. Todos estos lavados se realizaron en 
agitación, durante 15 minutos. Finalmente, la membrana se expuso  (BioMax MS film, Kodak) 
durante 24-48 horas a -70 ºC usando pantallas intensificadoras (BioMax TranScreen-HE 
Intensifying screens, Kodak).  
 





Otro método de cuantificación de la abundancia de mensajero fue la técnica de RT-
PCR. Con esta técnica, usando la enzima retrotranscriptasa se obtuvieron moléculas de cDNA, 
desde las moléculas de mRNA, usando como cebador una secuencia poli-T, que hibridaba en el 
poli-A de los mRNA. Una vez obtenida  la primera cadena de cDNA (DNA complementario), ésta 
se usó como molde en una reacción estándar de PCR. 
 
M.4.4.1. Tratamiento con DNAasa. 
 
Se eliminó cualquier traza de DNA genómico que se pudiera encontrar en el RNA 
extraído. Por cada 10 !g de RNA se usaron 2 U de DNAasaI FLPC pure (Amersham Pharmacia 
Biotech) y el tampón suministrado por el fabricante y la reacción se incubó 10 minutos a 37 ºC. 
Para inactivar la enzima se calentó a 100 ºC durante 5 minutos, se añadió un volumen igual de 
fenol:cloroformo:isoamílico (25:24:1) se centrifugó 5 minutos a 13,000 rpm (Biofuge Pico, 
Heraeus) y se recogió el sobrenadante que contenía el RNA libre de DNA.  
 
M.4.4.2. Reacción de RT-PCR. 
 
En cada reacción se añadieron 2.5 !g de RNA previamente tratado con DNAasa 
(apartado M.4.4.1), 5 !M de oligonucleótido poli-T (20 dTTP) y 0,625 mM dNTPs 
(dATP+dCTP+dGTP+dTTP, Boehringer Mannheim). Cada reacción se incubó durante 5 minutos 
a 70 ºC y posteriormente se mantuvo 5 minutos en hielo. La mezcla de la reacción se completo 
con tampón de retrotranscriptasa 1X (suministrado por el fabricante), 5 mM DTT (suministrado 
junto con la enzima), 200 U de retrotranscriptasa (M-MLVRT, Invitrogen) y 1U de inhibidor de 
RNAasa (RNAase guard#, Amersham Pharmacia Biotech). Esta reacción se mantuvo 1 hora a 
37 ºC.  
Para comparar las cantidades de mensajero de los distintos genes acumuladas por las 
distintas líneas mutantes se realizaron amplificaciones mediante PCR usando como molde el 
cDNA de las estas líneas, usando como cebadores oligonucleótidos específicos para el gen del 
que se estaba estudiando la expresión. Para normalizar las cantidad y calidad del cDNA 
obtenido de cada una de las líneas se realizaron amplificaciones mediante PCR con el cDNA 
mencionado anteriormente y oligonucleótidos específicos para los genes de expresión 
constitutiva: ß-TUBULINA-4 (TB4) en Arabidopsis y TOM41, una actina, en tomate. A cada 
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M.5.  Análisis de proteínas. 
 
M.5.1. Purificación de proteínas.  
 
M.5.1.1.  Obtención de proteínas de fusión a GST desde levadura. 
 
M.5.1.1.1. Vectores utilizados para la expresión de la proteína quimérica GST-NHX1ct en 
levaduras. 
 
Para la obtención de la fusión traduccional del extremo carboxiterminal de la proteína 
AtNHX1 a la proteína GST (glutation-S-transferasa) se utilizó el vector pEG(KT) (Mitchell et al., 
1993) (Anexo III). En este vector se encuentra la ORF que codifica la proteína GST, precedida 
por el promotor CYC1, inducible por galactosa y reprimible por glucosa, seguida por un sitio de 
clonación múltiple y el terminador CYC1. Además, porta un marcador de resistencia a ampicilina 
para bacterias y los genes URA3 y LEU2 de levadura. El extremo carboxiterminal del gen 
AtNHX1 (fragmento AtNHX1ct de 371 pb que incluía el codón TGA de fin de la traducción), se 
amplificó mediante PCR utilizando como molde un plásmido que portaba el cDNA de AtNHX1 
(pAtNHX1-1) (Quintero et al., 2001) y los oligonucleótidos NHX1ct-5’/NHX1ct-3’ (Anexo IV), que 
incluían las dianas para las enzimas de restricción BamHI y HindIII, respectivamente. El 
fragmento AtNHX1ct se subclonó en el vector pCRBlunt y se obtuvo el plásmido pCB-NHX1ct 
(Anexo III). El plásmido pCB-NHX1ct se digirió con las enzimas de restricción BamHI y HindIII y 
el  fragmento AtNHX1ct se clonó en las dianas BamHI/HindIII del vector pEG(KT), con lo que se 
obtuvo la ORF quimérica GST:NHX1ct. Al plásmido resultante se le llamó pEG(KT)-NHX1ct 
(Anexo III). 
 
M.5.1.1.2. Transformación y cultivo de levaduras para la expresión de proteínas de fusión.  
 
Para la expresión de la proteína de fusión GST::AtNHX1ct se utilizó la cepa de levadura 
GRF167 (apartado M.1.2.1). Esta cepa se transformó con el plásmido pEG(KT)-NHX1ct descrito 
en el apartado M.5.1.1.1,  siguiendo el procedimiento descrito en el apartado M.6.2. 
Se inocularon 5ml de un medio YNB que contenía rafinosa, una fuente de carbono no 
represora del promotor CYC1, con una colonia de levadura transformada con el plásmido 
pEG(KT)-NHX1ct. Se dejó crecer durante 2 días en agitación a 30 ºC, y con 2 ml de este 
preinóculo se inocularon 200 ml de YPD con galactosa como fuente de carbono. Este cultivo se 
dejó crecer durante un día en agitación, a 30 ºC. Las células se recogieron por centrifugación 
durante 5 minutos a 2,500 g y 4 ºC (RC 5B Plus, Sorvall, rotor Sorvall GSA) y se lavaron dos 
veces, la primera con agua de calidad milli-Q y la segunda con PBS. Finalmente se 
resuspendieron en 5 ml de PBS + 1% (v/v) Tritón e inhibidores de proteasas (20 !l de 0.1 M 
PMSF -20 !l de quimiostatina (5 mg/ml)-10 !l de Leupeptina (0.5 mg/ml)). Para romper las 
células, una vez resuspendidas, se transfirieron a un tubo Falcon de fondo cónico y se 
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añadieron 10 ml de bolas de vidrio de 0,5 mm ø previamente enfriadas. Se alternaron 4 pulsos 
de 1 minuto de agitación de la mezcla con vórtex y 30 segundos de enfriamiento en hielo. Se 
añadieron otros 5 ml PBS +  1% (v/v) Tritón e inhibdores de proteasas  y se agitó la mezcla 
usando el vórtex. Se centrífugó 5 minutos a 2,000 g y 4 ºC (RC 5B Plus, Sorvall, rotor Sorvall 




NaCl 136.9 mM 
KCl 2.7 mM 
Na2HPO4 10.1 mM 
KH2PO4 1.8 mM 
 
Se ajustó el pH a 7.4 con HCl. 
 
M.5.1.1.3. Purificación de proteínas.  
 
El sobrenadante extraído de levadura  (apartado M.5.1.1.2) se incubó al menos durante 
12 horas a 4 ºC en condiciones de agitación suave con 50 !l de glutatión-sefarosa 4B 
(Amershan Pharmacia), lavada previamente con PBS, y la mezcla se empaquetó en una 
columna Bio-Spin® (Bio-Rad, Richmond, California, EE.UU.). La columna se lavó con 5 ml de 
PBS y  2 ml de PBS + 10% (v/v) glicerol, y posteriormente se recogió la proteína unida a la 
sefarosa con 100 !l de PBS + 10% (v/v) glicerol. Se comprobó la calidad de la extracción 
resolviendo muestras de 2 !l en un gel de acrilamida. 
 
M.5.1.2. Obtención de membranas totales de plantas de tomate. 
 
Se extrajeron las membranas totales de plantas de tomate siguiendo las indicaciones de 
Serrano (1988). Se cosecharon 50 g de parte aérea o de raíz de plantas de tomate, crecidas en 
cultivo hidropónico hasta fructificación e inmediatamente se congelaron en nitrógeno líquido. El 
material vegetal se trituró usando una licuadora (Rowenta). Se añadieron 15 ml de tampón de 
extracción con 600 !l de mezcla de inhibidores de proteasas 25X (Roche) y 79,5 !l de ß-
mercaptoetanol. Tras la total homogenización del material, se filtró a través de 2 capas de gasa 
y se centrifugó a 2,000 g y 4 ºC (RC 5B Plus, Sorvall, rotor Sorvall SS34).  Posteriormente se 
decantó el sobrenadante, se filtró a través de una capa de gasa  y se centrifugó 30 minutos a 
20,000 g y 4 ºC (RC 5B Plus, Sorvall, rotor Sorvall SS34). El precipitado resultante (en el que se 
encontraban las membranas totales) se resuspendió en 2 ml de GTED20 con 80 !l de mezcla 
de inhibidores de proteasas 25X (Roche) y 10.6 !l de ß-mercaptoetanol. El precipitado se 
homogeneizó con un homogenizador Dounce. Todas las operaciones se realizaron a 4 ºC. Las 
membranas se conservaron a -80 ºC.  
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Tampón de extracción 
 
Sacarosa 30% (p/v) 
Tris  250 mM 
EDTA-Na2 25 mM 
DTT 5 mM 
 







Se llevó a pH 7.6 con HCl. Se conservó a -20 ºC. 
 
M.5.1.3. Extracción de membranas microsomales de tomate utilizando el método de dos 
fases. 
  
La separación de membranas en dos fases se realizó siguiendo las indicaciones de 
Larsson (1994). Se partió de membranas purificadas de partes aéreas de plantas de tomate 
(apartado M.5.1.2). Estas membranas se encontraban resuspendidas en 3 ml de GETD20. Se 
llevaron a un volumen de 20 ml con GTED20. Se centrifugaron a 10,000 g durante 10 minutos y 
a 4 ºC (Varifuge 20RS, Heraeus, rotor HSA 13.94), para eliminar plástidos y mitocondrias y se 
procesó el sobrenadante centrifugándolo a 50,000 g y a 4 ºC durante 30 minutos en un rotor  de 
ángulo fijo (TFT-70.38) en una ultracentrífuga Sorvall Discovery 90SE. El precipitado se 
resuspendió en 3 ml de tampón de resuspensión. 
 
Tampón de resuspensión 
 
Sacarosa 330 mM 
H2PO4  pH 7.8 5 mM 
KCl 5 mM 
DTT 1 mM 





Glicerol 20% (v/v) 
Tris  10 mM 
EDTA-Na2 1 mM 
DTT 1 mM 
                                                                                                                                    III. Materiales y Métodos 
 
57 
Separación de fases.  
 
Una vez purificadas las membranas, se pasó a la separación en dos  fases, para dividir 
éstas en membrana plasmática y microsomas. En un tubo de 14 ml se hizo una columna con 
dos fases diferenciadas. Para ello se pesaron: 
 
20% (p/p)Dextrano T500 3,9 g 
40% (p/p) PEG 3350 1,95 g 
Sacarosa 1,017g 
0,2 M KH2PO4 pH 7,8 0,225 ml 
2 M KCl 0,0225 ml 
0,5 M DTT en 50mM 
EDTA-Na2 
0,024 ml 
Milli-Q en cantidad suficiente para completar hasta 9 g 
 
Una vez añadidos  todos los reactivos, se mezclaron por inversión, se añadieron 3 g de 
muestra (membranas resuspendidas en tampón de resuspensión) y se volvió a mezclar por 
inversión, 20 veces. Se centrifugó 5 minutos a 1,500 g y a 4 ºC (Varifuge 20RS, Heraeus, rotor 
HSA 13.94). Se mantuvo en hielo hasta que se separaron dos fases, que se recogieron  por 
separado y se diluyeron 10 veces con agua fría. Se centrifugaron a 100,000 g y a 4 ºC  durante 
30 minutos en una ultracentrífuga Sorvall Discovery 90SE con un rotor de ángulo fijo TFT-70.38. 
Los precipitados se resuspendieron en 250 !l de GETD20 y se guardaron a –80 ºC. En la fase 
superior se encontraba la membrana plasmática y en la inferior los microsomas. 
 
M.5.2. Cuantificación de la cantidad de proteína. 
 
La cuantificación de la concentración de proteínas de los distintos extractos  se realizó 
mediante el método descrito por Bradford (1976). 
 
M.5.3. Electroforesis de proteínas. 
 
Las electroforesis de proteínas se resolvieron en geles de poliacrilamida-SDS en 
condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 1970), usando el sistema Mini-Protean II Electroforesis 
Cell (Bio-Rad, Richmond, California, EE.UU.). Los geles se prepararon siguiendo las 
indicaciones de Sambrook et al. (1989). La electroforesis se desarrolló a 100 V (500 mA) 









Geles de acrilamida  
 
Reactivos Gel separador 10% 
(10 ml) 
Gel de apilamiento 5% 
(6 ml) 
H2O calidad milli-Q 4 ml 4.1 ml 
Bis acrilamida 30% 3.3 ml 1 ml 
1.5 M Tris pH 8.8 2.5 ml --- 
1 M Tris pH 6.8 --- 0.75 ml 
10% SDS  0.1 ml 0.06 ml 
10% APS 0.1 ml 0.06 ml 
TEMED 0.004 ml 0.006 ml 
 
Tampón de electroforesis 10X 
 
Tris Base 250 mM 
Glicina 1.94 M 
SDS  1% (p/v) 
   
El pH debe ser de 8.3 después de diluir la solución. 
 
Tampón de muestra 4X (Laemmli) 
 
Tris-HCl pH 6.8 250 mM 
SDS  4% (p/v) 
$-mercaptoetanol 10% (v/v) 
glicerol 40% (v/v) 
Azul de bromofenol 100µg/ml 
   
Conservar a 4 ºC. 
 
M.5.4. Tinción de geles de proteínas con azul de Coomassie. 
 
Una vez desarrollada la electroforesis de proteínas, el gel de acrilamida se tiñó en dos 
pasos (Bradford, 1976). En primer lugar se cubrió con solución de tinción y se mantuvo a 25 
ºC, en agitación, durante al menos 1 hora. A continuación se retiró la solución de tinción y se 
añadió sobre el gel la solución de lavado. Se mantuvo a 25 ºC en agitación hasta que las 
bandas se vieron nítidas. 
 
 




Solución de tinción 
 
Ácido acético glacial 50% (v/v) 
Metanol 10% (v/v) 
Coomassie brilliant blue R-250 0.25% (p/v) 
 
Solución de lavado 
 
Ácido acético glacial 10% (v/v) 
Metanol 10% (v/v) 
 
Para conservar el gel teñido éste se secó usando un secador de geles (Gel Dryer Model 
583, Bio-Rad, Richmond, California, EE.UU). 
 
M.5.5. Análisis  “western-blot”. 
 
Este método fue descrito inicialmente por Towbin (1979) y se basa en la especificidad 
de unión antígeno-anticuerpo. Permite la detección de proteínas específicas mediante el uso de 
anticuerpos generados frente a éstas. Los extractos proteicos se resuelven por electroforesis en 
geles de poliacrilamida como se describe en el apartado M.5.3. A continuación se transfieren a 
membranas de PVDF Immobilon-P (Millipore Corp., Bedford, Massachussets, EE.UU.). 
 
M.5.5.1. Transferencia de proteínas a membranas 
 
La transferencia de las proteínas desde el gel a la membrana de PVDF se realizó 
usando un aparato de electrotransferencia (modelo Mini Trans-Blot, Bio-Rad, Richmond, 
California, EE.UU.) con el sistema de tampón CAPS descrito por Matsudaira (1987). 
Para realizar la transferencia se colocaron, desde el cátodo hasta el ánodo: una esponja 
empapada en CAPS, un cuadrado de papel Whatman 3MM del tamaño del gel humedecido con 
CAPS , el gel de acrilamida, un trozo de membrana Immobilon-P de PVDF (Millipore Corp. 
Bedford, Massachussets, EE.UU.). del mismo tamaño que el gel, que previamente se había 
humedecido con metanol y empapado con CAPS,  otro trozo de papel Whatman 3MM 
humedecido con CAPS y finalmente otra esponja empapada en CAPS.  Una vez montada la 
transferencia, la fuente se llenó con tampón CAPS y se sumergió en un recipiente con hielo. La 
transferencia se realizó durante toda la noche a 30 V y 500 mA. 
Para visualizar las proteínas el filtro se tiñó con Ponceau S, durante 15 minutos en 
agitación, a 25 ºC y se lavó con  1% (v/v) de ácido acético glacial. 
 
 





CAPS 500 mM 
 
El pH se ajustó a 11 con NaOH  
Ponceau S 
 
Ponceau S 0.1% (p/v) 




El filtro se bloqueó en tampón T-TBS +  5% (p/v) de leche en polvo desnatada 
(Sveltesse) durante 2 h a 4 ºC con agitación suave. A continuación se retiró el tampón y se 
añadió el anticuerpo a la dilución apropiada, diluido en T-TBS +  5% (p/v) de leche en polvo 
desnatada. Se mantuvo una noche a 4 ºC, en agitación. Se retiró el tampón con el anticuerpo y 
se hicieron 3 lavados de 10 minutos con T-TBS +  5% (p/v) de leche en polvo desnatada a 4 ºC, 
en agitación. Tras el último lavado se añadió el anticuerpo secundario. En este trabajo el 
anticuerpo secundario usado fue anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa de rábano (Bio-
Rad, Richmond, California, EE.UU) y la dilución usada fue de 1/10,000 en T-TBS +  5% (p/v) de 
leche en polvo desnatada. Se incubó durante 1hora a 4 ºC, en agitación. Se retiró el anticuerpo 
secundario y se hicieron 3 lavados con T-TBS de 10 minutos a 4 ºC en agitación. Una vez 




Tris-HCl pH:7.4 20 mM 
NaCl 150 mM 




Se utilizó el sistema ECL detection system (Amersham Pharmacia Biotech) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Se hicieron varias exposiciones autorradiográficas a distintos 
tiempos. 
 
M.5.6.  Purificación del anticuerpo anti-AtNHX1. 
 
Se disponía de un suero de conejo inmunizado contra el extremo carboxiterminal de 
AtNHX1. En experimentos previos se verificó que este suero no tenía la calidad adecuada para 
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una detección eficiente de la proteína AtNHX1, posiblemente porque la concentración de los 
anticuerpos anti-AtNHX1 era muy baja. Para obtener una concentración más elevada de 
anticuerpos se procedió a la purificación de éstos desde el suero.  
Se hizo un gel preparativo de acrilamida (10%). En éste se cargó la proteína de fusión 
extraída de levadura (GST::AtNHX1ct) (apartado M.5.1.1) de la que se querían purificar los 
anticuerpos. La electroforesis corrió como se describe en el apartado M.5.3. Tras la 
transferencia y la tinción del filtro con Ponceau S  (apartado M.5.5.1) se recortó la banda que 
correspondía a la proteína de fusión. Se bloqueó durante 5 horas, con 10 ml de PBS +  3% (p/v) 
BSA + 0,00 2% (p/v) azida sódica. Se retiró la solución usada para bloquear el filtro y la 
membrana se incubó durante una noche a 4 ºC con 2 ml de suero, en una bolsa de hibridación, 
y se lavó 20 minutos con 0,15 M NaCl y 20 minutos con PBS 0,002% azida (p/v). Ambos 
lavados se realizaron a 25 ºC en agitación. 
Se situó el filtro sobre una placa de Petri, encima de una tira de Parafilm y se añadieron 
500 !l de tampón de elución .Tras 1 minuto y 30 segundos el tampón se retiró rápidamente y 
se añadió a un tubo Eppendorf que contenía 50 !l de una solución 1 M de Tris-base. Se 
comprobó que el pH era aproximadamente 7 con una tira de papel indicador. Se añadió 0,02% 
(p/v)  de azida y 0,01% (p/v) de  BSA (Amershan Pharmacia Biotech). 
 
Tampón de elución 
 
Glicina pH 2.8 200 mM 
EGTA 1 mM 
 
Titulación del anticuerpo purificado. 
 
Se corrió una electroforesis de proteínas tal y como se describe en el apartado M.5.3 en 
un  gel de acrilamida al 10% en el que se cargaron 30 !g de GST:: AtNHX1ct/pocillo. La 
transferencia de las proteínas a una membrana de PVDF se realizó como se describe en el 
apartado M.5.5.1. Luego se cortaron las tiras de membrana que correspondían a cada pocillo y 
se bloquearon con T-TBS +  5% de leche en polvo desnatada durante 5 horas. Se retiró la 
solución de bloqueo y se incubaron en 2 ml de TBS +  5% (p/v) de leche en polvo con distintas 
concentraciones del anticuerpo purificado (diluciones de 1:100 / 1:200 / 1:500 / 1:1,000) durante 
una noche a 4 ºC,  en bolsas de hibridación independientes. Se lavaron 3 veces con TBS +  5% 
(p/v)  de leche en polvo durante 10 minutos a 4 ºC, en agitación. Tras retirar el tampón del último 
lavado se incubaron en 10 ml de TBS +  5% de leche en polvo con el anticuerpo secundario anti 
Ig-G de conejo conjugado a peroxidasa de rábano  (Bio-Rad, Richmond, California, EE.UU) 
(1:10,000) 1 hora a 4 ºC, en agitación. Se lavaron 3 veces durante 20 minutos con T-TBS a 4 ºC, 
en agitación. Las tiras de filtro se dispusieron en orden decreciente de concentración de 
anticuerpo y se  revelaron utilizando el kit ECL detection system (Amersham Pharmacia 
Biotech), siguiendo las instrucciones del fabricante (apartado M.5.5.3). 









Figura M.1.1. Titulación del anticuerpo purificado anti-AtNHX1.  Se realizó un ensayo de 
“western-blot” con varias tiras de filtro con 30 µg de membranas de la línea transgénica de 
tomate N367. Se incubó cada tira con una dilución distinta del anticuerpo purificado. (1: tira 
incubada con una dilución 1:100, 2: dilución 1:200, 3: dilución 1:500, 4: dilución 1:1,000, 5: 30 !g 
de membranas N367 teñidas con Coomassie, 6: escalera de pesos moleculares de proteínas 
(Bench markerTM Protein ladder,  Invitrogen). 
 
 
M.6. Transformación de los distintos organismos utilizados. 
 
M.6.1. Transformación de E.coli 
 
M.6.1.1.  Preparación de células competentes de E.coli.    
 
 Se utilizó el método descrito por Hanahan (1983). Se inocularon 5 ml de medio ! o medio 
LB con una colonia de la estirpe apropiada (apartado M.1.1.1) y se incubaron a 37°C hasta 
alcanzar una D.O
600
 de 0.3. Con este precultivo, se inocularon 100 ml de medio ! o medio LB, 
precalentado a 37 °C, que se incubó con agitación vigorosa (300-350 rpm.) hasta una D.O
600
 de 
0.5. Este cultivo se centrifugó a 2,500 g durante 5 minutos a 4 °C (Varifuge 20 RS, Heraeus, 
rotor  Kontron-Hermle A6.14), para recoger las células. El sedimento se resuspendió en 30 ml 
de solución TFB1 fría. Tras 15 minutos de incubación en hielo las células se centrifugaron de 
nuevo en las condiciones descritas anteriormente. Finalmente se resuspendieron, con suavidad, 
en 4 ml de solución TFB2 fría y se dispensaron en alícuotas de 0.1-0.2 ml que se congelaron a 














RbCl 100 mM 
MnCl2 50 mM 
Acetato potásico 30 mM 
CaCl2 10 mM 
glicerol 15% (v/v) 
 
 Se ajustó el pH a 5.8 con una solución 0.2 M de ácido acético. Se esterilizó por filtración y 




CaCl2 75 mM 
MOPS pH 7 10 mM 
RbCl 10 mM 
Glicerol 15% (v/v) 
 
 Se esterilizó por filtración y se conservó a -20 ºC. 
 
M.6.1.2.  Transformación de células de E.coli competentes. 
 
Se añadieron 10-100 ng de DNA plasmídico en un volumen máximo de 10 !l a alícuotas 
de 100-200 !l de células competentes de E. coli y se incubaron en hielo durante 20 minutos. 
Pasado este tiempo se sometieron a un choque térmico de 42 ºC durante 45-90 segundos. Se 
les añadió 1ml de medio LB y se incubaron 60 minutos a 37 ºC. Las células se recogieron por 
centrifugación durante 1minuto a 13,000 rpm (Biofuge Pico, Heraeus) y se extendieron, con 
bolas de vidrio estériles de 4 mm ø, en cajas de medio LB suplementado con el antibiótico 
adecuado. Cuando era posible identificar plásmidos recombinantes, gracias a la inactivación del 
enzima ß-galactosidasa (producida por la combinación de fragmentos codificados por el 
plásmido y la bacteria receptora), se extendieron 4 !l de IPTG (200 mg/ml) y 40 !l de X-Gal (20 
mg/ml) sobre la superficie de la placa antes de sembrar las bacterias (Sambrook et al. 1989). 
 
M.6.2. Transformación de levaduras. 
 
La transformación se realizó usando acetato de litio, como se describe en Elble (1992), 
basado en el método desarrollado por Ito et al. (1983). Se inoculó una colonia en 10 ml de 
medio YPD. Este cultivo se incubó varias horas (generalmente toda la noche) a 30  ºC con 
agitación. Se tomaron ~ 2 x 108 células (DO600 0.5 equivale a ~ 5 x 106 células/ml) que se 
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recogieron por centrifugación y a las que se les añadió 1-2 !g de DNA plasmídico y 500 !l de 
solución PLATE. Se incubaron las células en esta solución durante varias horas (4-24 horas 
dependiendo de la estirpe) a 25 ºC. Pasado ese tiempo se recogieron las células por 
centrifugación, se resuspendieron en un volumen de 100 !l de medio YNB y se extendieron en 




PEG 4000 40% 
Acetato de litio 100 mM 
TRIS-HCl pH:8 10 mM 
EDTA-Na2 1 mM 
 
M.6.3. Transformación de plantas  de tomate. 
 
M.6.3.1. Preparación de células competentes de A. tumefaciens. 
 
 Para la obtención de células competentes se siguió el protocolo de Holsters et al. 
(1978). Se inocularon 5 ml de medio YEP con 50 mg/l de rifampicina con A. tumefaciens 
(LBA4404). Este preinóculo se incubó a 30 °C durante toda la noche. Con 2 ml de éste se 
inocularon 50 ml de medio, en un matraz de 250 ml, y se cultivaron a 28 °C hasta D.O
600nm
0.5-1. 
Se recogieron las células por centrifugación a 3,000 g y 4°C durante 10 minutos (Varifuge 20 
RS, Heraeus, rotor 22.50) y se resuspendieron en 1/50 del volumen inicial de cultivo en una 
solución 20 mM de CaCl
2
 frío. Las células se dispensaron en alícuotas de 100 !l y se guardaron 
a –70 °C o se usaron inmediatamente. 
 
M.6.3.2. Transformación de A.tumefaciens. 
 
A 100 !l de células competentes se les añadió al menos 1 !g de DNA plasmídico, en un 
volumen menor de 10 !l. Estas células se mantuvieron 5 minutos en hielo, se congelaron en 
nitrógeno líquido y a continuación, se incubaron a 37 °C durante 5 minutos, y se les añadió 1 ml 
de medio YEP. Se incubaron a 28 °C con agitación suave durante 3 horas y se sembraron en 
cajas de  Petri con el medio de selección apropiado. 
 
M.6.3.3. Transformación de discos de cotiledones de tomate. 
 
 Para la transformación de plantas de tomate se insertó la ORF de AtNHX1 en el 
plásmido pBI321 entre el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV35s) y el 
terminador NOS del gen de la nopalina sintasa. El pBI321 es un plásmido binario derivado del 
pBI121 (CLONTECH), que porta como marcador de selección para plantas el gen NPTII, que les 
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confiere resistencia a kanamicina. Con el plásmido resultante, pBI321-AtNHX1, se transformó la 
cepa LBA 4404 de A. tumefaciens,  para transformar con ella discos de cotiledones de tomate. 
El método utilizado se describe en  Meissner et al. (1997), con la excepción de que se añadieron 
150 !g/ml o 60 !g/ml  de ticarcilina en lugar de  200 !g/ml o 100 !g/ml de carbenicilina, 
respectivamente, cuando fue necesario. Una vez obtenidas las plántulas, aquellas resistentes a 
kanamicina se transfirieron a suelo, una vez que desarrollaron las raíces, y se cultivaron en un 
invernadero. 
 
M.7. Obtención de líneas homocigotas mutantes por inserción de T-DNA de Arabidopsis.  
 
M.7.1. Selección de plantas resistentes a kanamicina desde líneas heterocigotas. 
 
Se disponía de semillas de líneas mutantes por inserción de T-DNA en el promotor de 
AtNHX1 (nhx1.3: SALK_065623) y en las regiones codificantes de AtNHX1 (nhx1.1: 
SALK_034001) y de AtNHX2 (nhx2.1: SALK_036114)  (SALK Institute , U.S.A). En el T-DNA se 
incluía el gen NPTII (neomicinfosfotransferasa) que confería resistencia a kanamicina, por lo que 
parte de las semillas recibidas se esterilizaron y se sembraron en cajas de Petri con medio MS 
con 50 mg/l de kanamicina (apartado M.1.2.2). Las plantas que mostraron resistencia a 
kanamicina (y todas las de la línea nhx1.1) se transfirieron a macetas individuales. Se les 
tomaron muestras de tejido de la hoja con el fin de comprobar, mediante la técnica de  PCR, si 
la inserción de T-DNA estaba localizada en el punto descrito por el suministrador de las semillas  
y si estas plantas eran homocigotas o heterocigotas para inserción de T-DNA. 
 
M.7.2.  Extracción de DNA. 
 
Se extrajo DNA de 1-2 hojas de la roseta (75-100 mg) de plantas jóvenes de 
Arabidopsis, como se describió en el apartado M.2.1.2. 
 
M.7.3. Análisis por PCR. 
 
Para verificar el punto de inserción del T-DNA e las distintas líneas de mutantes 
suministradas por SALK, así como para identificar las líneas homocigotas para estas inserciones 
se realizaron amplificaciones mediante PCR (apartado M.3.1) utilizando como molde el DNA 
extraído a las plantas de las distintas líneas mutantes y de la línea control. En cada caso se 
realizaron dos amplificaciones distintas: una utilizando parejas de oligonucleótidos que hibridan 
en las regiones flanqueantes a la zona de inserción del T-DNA (PCR 1, Figura M.2) y otra 
utilizando una pareja formada por uno de los oligonucleótidos que aparean en el gen en la zona 
adyacente a la inserción, que depende de la dirección de la inserción del T-DNA, y un 
oligonucleótido específico para el extremo LB del T-DNA insertado (PCR 2, Figura M.2). Estos 
oligonucleótidos se encuentran detallados en el Anexo IV. 












Figura M.2. Amplificaciones realizadas para verificar los puntos de inserción de las 
inserciones de T-DNA en las líneas mutantes. En el panel se encuentra representado el gen 
correspondiente y los puntos de hibridación de las dos parejas de oligonucleótidos (nhx1.1: 
OL1:nhx1-5’-2, OL2: nhx1-3’ y OL3: nhx1-5’-2; nhx1.3: OL1: nhx1-prom, OL2: nhx1-3’-2 y OL3: 
nhx1-prom; nhx2.1: OL1: nhx2-5’;  OL2: nhx2-3’ y OL3: nhx2-3’; para las tres líneas mutantes: 
OL4: LBa1), utilizados en las dos amplificaciones (PCR1, PCR2) realizadas para genotipar las 
líneas de mutantes de inserción, que varían según el mutante analizado. El gen se encuentran 
representados con una flecha blanca, el rectángulo negro representa el promotor y las flechas 
grises la inserción de T-DNA. 
 
 
Confirmación de las líneas homocigotas para la inserción en el mutante nhx1.1. 
 
En estos mutantes la inserción de T-DNA se encuentra en el + 1246 pb desde el ATG 
del gen AtNHX1 con el inserto de T-DNA en dirección antisentido. Para analizar el fenotipo de 
las distintas plantas de la línea nhx1.1 se realizaron amplificaciones mediante PCR utilizando las 
parejas de oligonucleótidos nhx1-5’-2/nhx1-3’ que hibridan en las regiones flanqueantes a la 
inserción de T-DNA mencionada anteriormente y nhx1-5’-2/LBa1, de los cuales el primero 
híbrida aguas arriba al punto de inserción y LBa1 hibrida a 437 pb del extremo de LB y está 
dirigido hacia el exterior. El oligonucleótido LBa1 es el que utilizaron los suministradores de 
estas semillas para localizar los puntos de inserción en cada línea de mutantes 
(http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). 
Si la línea es homocigota para la inserción, con la primera pareja de oligonucleótidos no 
se producirá ninguna banda, ya que sería demasiado grande para que se amplificara en estas 
condiciones (la banda incluiría el T-DNA más la región comprendida entre los oligonucleótidos). 
Con la segunda pareja de oligonucleótidos se produciría una banda de ~1Kb. 
 
Confirmación de las líneas homocigotas para la inserción en el mutante nhx1.3. 
 
En esta línea la inserción de T-DNA se encuentra en la posición – 114 pb con respecto 
al ATG del gen AtNHX1, posiblemente dentro de la zona que corresponde al promotor. La 
dirección de esta inserción también es antisentido. Las parejas de oligonucleótidos que se 
utilizaron para averiguar el genotipo de esta línea fueron: nhx1-prom-5’/nhx1-3’-2 , en las 
regiones flanqueantes a la inserción y nhx1-prom/LBa1, el primer oligonucleótido hibridaba 
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aguas arriba del punto de inserción del T-DNA y el segundo hibridaba en el T-DNA, como se ha 
descrito anteriormente.  
Las líneas homocigotas para esta inserción no producían banda con la primera pareja 
de oligonucleótidos, por las mismas razones que se han descrito para el mutante nhx1.1. Con la 
segunda pareja de oligonucleótidos se producía una banda de ~900 pb. 
 
Confirmación de las líneas homocigotas para la inserción en el mutante nhx2.1. 
 
En la línea nhx2.1 la inserción de T-DNA se encuentra en AtNHX2, en + 2429 desde el 
ATG y en la misma dirección que este gen. Para determinar el genotipo de esta línea se 
utilizaron las parejas de oligonucleótidos nhx2-5’/ nhx2-3’, que se unían en las regiones 
flanqueantes al punto de inserción y LBa1/nhx2-3’, el primer oligonucleótido hibridaba dentro del 
T-DNA hacia el exterior de este y el segundo hibridaba aguas abajo al punto de inserción. 
Como en los mutantes descritos anteriormente en las líneas homocigotas para esta 
inserción, la primera pareja de oligonucleótidos no amplificó ninguna banda, pero la segunda 
amplificó una banda de ~950 pb. 
En las reacciones de PCR que se realizaron a las líneas silvestres, sin inserción, sólo 
se amplificaron bandas con los oligonucleótidos que hibridaban en las regiones flanqueantes al 
punto de inserción:  
 
nhx1-5’-2/nhx1-3’ : ~850 pb 
nhx1prom-5’/nhx1-3’-2: ~1 Kb 
nhx2-5’/nhx2-3’ : ~1 Kb 
 
No se amplificó ninguna banda en las reacciones de PCR en las que se incluyó el LBa1 
dentro las parejas de oligonucleótidos, ya que este oligonucleótido hibrida dentro del T-DNA.  
En las reacciones de PCR realizadas sobre el DNA de las líneas heterocigotas para 
las distintas inserciones se amplificó una bandas tanto con las parejas de oligonucleótidos que 
anillaban en la zona de flanqueante a la inserción en los genes AtNHX1 o AtNHX2, como con la 
parejas de oligonucleótidos que incluía él que hibridaba en el T-DNA (LBa1). Estas bandas 
tenían los tamaños mencionados anteriormente.  
  En la Tabla M.1 se detallan los resultados de las distintas amplificaciones en cada uno 
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Líneas homocigotas       
nhx1.1 - + + - + - 
nhx1.3 + - - + + - 
nhx2.1 + - + - - + 
Col-0 + - + - + - 
Líneas heterocigotas       
nhx1.1 + + + - + - 
nhx1.3 + - + + + - 
nhx2.1 + - + - + + 
 
Tabla M.1. Genotipado mediante análisis por PCR de las distintas líneas de inserción de 
T-DNA. Resultados esperados en las amplificaciones realizadas a las líneas homocigotas o 
heterocigotas para la inserción de T-DNA (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1) y a la línea silvestres (Col-
0). Se indican las parejas de oligonucleótidos utilizados en cada una de las reacciones de PCR, 
que hibridan con las regiones flanqueantes a la inserción o con el LB del T-DNA. 
 
 
M.7.4. Determinación del nivel de transcripción. 
 
M.7.4.1. Extracción de RNA. 
 
Se cultivaron plántulas de Arabidopsis durante 14 días, en medio líquido con solución 
nutritiva MS 0.5 X, en agitación. La mitad de las muestras se sometieron a un choque salino de 
5horas con 150 mM de NaCl antes de cosecharlas (Yokoi et al., 2002). Se cosecharon y se 
dividieron en alícuotas de  ~100 mg, que se congelaron en nitrógeno líquido inmediatamente. La 
extracción de RNA se realizó como se detalla en el apartado M.4.1. 
 
M.7.4.2. Análisis “northern-blot”. 
 
 La acumulación del mRNA de AtNHX1 y AtNHX2 se determinó mediante un análisis 
“northern-blot” (apartado M.4.3) utilizando una sonda específica para AtNHX1 o AtNHX2. La 
cantidad y la calidad del RNA cargado en cada uno de los carriles se determinó rehibridando los 
filtros con una sonda específica para el gen expresión constitutiva de Arabidopsis "-TUBULINA-
4. 
 
Sonda específica para AtNHX1. 
 
La sonda específica para AtNHX1 contiene los últimos 370 pb del cDNA de AtNHX1. Se 
seleccionó este fragmento por ser el que muestra menor grado de homología de secuencia en 
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los distintos miembros de la familia AtNHX (Yokoi et al., 2002) y se preparó a partir del plásmido 
pAtNHX1-1 (Quintero et al., 2000) donde el cDNA de AtNHX1 se encuentra clonado entre los 
sitios únicos de restricción XhoI y NotI del plásmido pDR195 (Rubio et al., 1995). La sonda se 
obtuvo por una digestión con las enzimas de restricción BclI y NotI de pAtNHX1-1. 
 
Sonda específica para AtNHX2. 
 
 La sonda específica para AtNHX2 se obtuvo mediante una digestión NcoI-NotI del 
plásmido pDR195-AtNHX2, un derivado de pDR195 que contiene el cDNA de AtNHX2 
flanqueado por las dianas para las enzimas de restricción XhoI-NotI (Yokoi et al., 2002). El 
fragmento de 352 pb resultante de esta digestión, que correspondía al extremo 3’ del cDNA, se 
utilizó como molde para hacer la sonda. 
 
Sonda específica para "-TUBULINA-4 de Arabidopsis. 
 
 La sonda específica para "-TUBULINA-4 de Arabidopsis se obtuvo a partir del plásmido 
pCR2.1-TB4: En la diana EcoRV del plásmido pCR2.1 (Anexo III) se clonó un fragmento de 300 
pb del cDNA de "-TUBULINA-4 (apartado M.3.3) amplificado con la polimerasa Pfu (apartado 
M.3.2) y los oligonucleótidos TB45’ y TB43’ (Anexo IV), usando como molde el cDNA de la línea 
silvestre Col-0 de Arabidopsis obtenido mediante RT-PCR (apartado M.4.4). Para obtener la 
correspondiente sonda se realizó una PCR con los oligonucleótidos TB45’ y TB43’ (Anexo IV), 
usando como molde este plásmido y extrayendo la banda resultante de un gel de agarosa 
(apartado M.2.4).  
 
M.7.4.3. Análisis mediante RT-PCR. 
 
 Otro método utilizado para la estimación de la cantidad de acumulación de mRNA de los 
genes AtNHX1 y AtNHX2 en las líneas de mutantes de inserción de T-DNA fue la técnica de RT-
PCR (apartado M.4.4).  
Para el gen AtNHX1 se utilizaron oligonucleótidos específicos, que amplificaban el gen 
completo (1,6 Kb): nhx1-5’-J/ nhx1-3’-J (Anexo IV). 
Para verificar la integridad del mRNA del gen AtNHX2 se utilizaron tres parejas distintas 
de oligonucleótidos: nhx2-5’-1/ nhx2-3’-2, que amplificaban el gen completo; nhx2-5’-1/nhx2-3’-1 
, que amplifican ~ 650 pb del extremo 5’ del gen y  nhx2-5’-2/nhx2-3’-2, que amplifican ~ 150 pb 
del extremo 3’ del gen (Anexo IV). 
 Para evaluar la cantidad y calidad del cDNA de las distintas líneas se utilizaron 
oligonucleótidos que amplificaban ~300 pb del extremo 3’ del gen de expresión constitutiva en 
Arabidopsis "-TUBULINA-4: TB45’/ TB4-3’ (Anexo IV) 
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M.8. Obtención de líneas de dobles mutantes de inserción de T-DNA mediante 
cruzamiento clásico. 
 
Las plantas destinadas a ser los parentales se sembraron en macetas individuales, en la 
cámara de cultivo. Se dejó un único escapo floral en la planta que serviría de parental femenino 
en el que se eligió una inflorescencia. Se cortaron todas las flores abiertas y los primordios 
florales que no iban a ser utilizados y se emasculó el primordio elegido para ser el parental 
femenino. A continuación se tomó un estambre de la planta seleccionada como parental 
masculino y se impregnó la parte superior del pistilo del parental femenino con el polen de este 
estambre. Una vez fecundado, el tallo se marcó con una etiqueta, se volvió a cerrar el primordio 
floral y se cubrió con plástico para mantener la humedad hasta que se formó la silicua. Una vez 
ésta madura se cosechó en un tubo Eppendorf y se dejó secar. Las semillas F1 se sembraron 
en suelo y se obtuvo la F2 por autopolinización de cada una de las plantas F1. Las plantas F2 y 
F3 homocigotas para la inserción de T-DNA en ambos genes se seleccionaron por PCR 
(apartados M.3.1 y M.7.3). 
 
M.9. obtención de líneas portadoras del transgen AtNHX1 en plantas de tomate. 
 
M.9.1. Extracción de DNA. 
 
Se extrajo el DNA de muestras (75-100 mg) de hojas jóvenes de plantas de tomate de 3 
semanas de edad, como se describió en el apartado M.2.1.2. 
 
M.9.2. análisis por PCR. 
 
Para seleccionar aquellas líneas que portaban el  gen AtNHX1 y fijar líneas homocigotas 
para la inserción se realizaron amplificaciones mediante PCR utilizando una pareja de 
oligonucleótidos específicos para AtNHX1: nhx1-5’-J/nhx1-3’-J, que amplificaban el gen 
completo (~1.6 Kb) (Anexo IV). Además, se usó una pareja de oligonucleótidos específicos para 
el gen responsable de la resistencia a kanamicina NPTII, ya que éste era el  marcador para 
plantas del plásmido utilizado para obtener las plantas transgénicas: NPTII-5’/NPTII-3’, que 
amplificaban una banda de ~550 pb (Anexo IV). 
 Para confirmar la integridad del DNA extraído se realizó una PCR usando los 
oligonucleótidos específicos para el gen de expresión constitutiva TOM41, que es una actina de 
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M.9.3. Determinación del nivel de transcripción de los genes AtNHX1 y LeHAK5 en las 
plantas de tomate. 
 
M.9.3.1. Extracción de RNA. 
 
Para la extracción de RNA de  plantas de tomate se tomaron muestras de hojas jóvenes 
(100 mg) de plantas de 3 semanas cultivadas en medio hidropónico con solución nutritiva 
estándar. 
Para determinar el nivel de expresión del gen LeHAK5 se extrajo el RNA de plantas 
cultivadas tres semanas en solución nutritiva  estándar (4 mM de K+) y sometidas 




 Para determinar el nivel de acumulación del mRNA de AtNHX1 en cada una de las 
líneas transgénicas se utilizó un análisis “northern-blot” (apartado M.4.3) utilizando una sonda 
específica para AtNHX1. Para normalizar la cantidad y calidad del RNA de cada una de las 
líneas se rehibridó el filtro con una sonda específica para el gen de expresión constitutiva 
TOM41. 
 
Sonda específica para AtNHX1. 
 
La sonda específica para AtNHX1 era igual a la utilizada en los ensayos “northern-blot” 
realizado con las líneas mutantes de inserción de Arabidopsis (apartado M.4.3). 
 
Sonda específica para la actina de tomate  TOM41.  
 
 El molde para hacer la sonda se obtuvo mediante amplificación por PCR usando los 
oligonucleótidos Act tom-5’/Act tom-3’ del plásmido PCR2.1-ACTINA y extrayendo de un gel de 
agarosa la banda resultante (apartado M.2.4). En el plásmido pCR2.1 (Anexo III) se clonó en la 
diana EcoRV (apartado M.3.3) un fragmento de cDNA de 558 pb del gen de actina de tomate 
TOM41 (U60480). Este fragmento se obtuvo mediante una amplificación con Pfu (apartado 
M.3.2), con los oligonucleótidos Act tom-5’/Act tom-3’ (Anexo IV) y usando como molde el cDNA 
de la línea silvestre de tomate obtenido mediante RT-PCR (apartado M.4.4). Se seleccionó este 
gen porque se encuentra descrito en la literatura como gen de expresión constitutiva en tomate 
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M.9.3.3. Análisis mediante RT-PCR. 
 
 La acumulación del mRNA de AtNHX1 en las líneas transgénicas de tomate se estimó 
de forma alternativa al northern blot, utilizando la técnica de RT-PCR (apartado M.4.4). Se 
utilizaron oligonucelótidos específicos para AtNHX1: nhx1-5’-J/nhx1-3’-J, que amplificaban el 
cDNA completo (~1.6 Kb) o para el gen LeHAK5 (DQ489721): LeHAK5-5’/LeHAK5-3’, que 
amplificaban ~1Kb del extremo 3’ del cDNA de este gen (Anexo IV). 
 Para normalizar la cantidad y calidad del cDNA de las distintas líneas se usó una pareja 
de oligonucleótidos que amplificaba una banda de ~560 pb del gen de expresión constitutiva en 
tomate TOM41: Act tom-5’/ Act tom-3’ (Anexo IV). 
 
M.9.4. Análisis del nivel de expresión de proteína. 
M.9.4.1 Extracción. 
 
 Se extrajeron las membranas totales (apartado M.5.1.2) y, posteriormente, la fracción de 





 Se determinó el nivel de expresión de la proteína AtNHX1 en las membranas 
microsomales de las plantas de tomate mediante un análisis “western-blot” (apartado M.5.5), 
con una dilución 1:500 de anticuerpos específicos para el extremo carboxiterminal de la proteína 
AtNHX1, purificados como se ha descrito en el apartado M.5.6. 
  
M.10. Caracterización fisiológica de las plantas de A. thaliana. 
 
M.10.1. Ensayos in vitro. 
 
 En todos los casos las semillas de Arabidopsis se esterilizaron y se conservaron a 4 ºC 
de 2 a 4 días (apartado M.1.2.2). Para todos los experimentos se usó la solución nutritiva de 
Spalding modificada (apartado M.1.2.2).  
 
M.10.1.1. Determinación del grado de sensibilidad en condiciones de   estrés salino. 
 
Cuantificación de las tasas de germinación y de supervivencia. 
 
 Las semillas, una vez sometidas a vernación  se sembraron en cajas de Petri  de 12x12 
cm (24 semillas de cada mutante y 16 de la línea silvestre isogénica Col-0) con 60 ml de medio 
de Spalding modificado. La solución se suplementó con  NaCl (0, 100, 150 y 175 mM). En 
ambos caso se midió a los 8 días la tasa de germinación (se definieron como germinadas las 
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semillas en las que se podía observar la radícula emergiendo) y a los 21 días la tasa de 
supervivencia (se definieron como supervivientes aquellas plántulas en las que se podía 
observar alguna parte verde).  
 
Cuantificación de la tasa de crecimiento de la raíz. 
 
Se realizaron experimentos en los que se midió el crecimiento de la raíz en presencia de 
distintas concentraciones de NaCl (0, 100, 150 y 175 mM de NaCl, con 1 mM de KCl y 1, 2% de 
agar). Se sembraron 4 filas de semillas separadas unas de otras, en cajas de Petri con medio 
Spalding suplementado con 1 mM de KCl. Se situaron las cajas en posición vertical y se dejaron 
crecer durante 4 días. Tras esto se transfirieron a cajas con el mismo medio de origen 
suplementado con las distintas concentraciones de NaCl. En cada placa se sembraron 3 
plántulas de la línea silvestre y 8 de cada línea mutante. Se marcó el extremo de la raíz con una 
línea y se dejaron crecer durante 8 ó 16 días. Tras estos días se midió el incremento del 
crecimiento de la raíz. 
 
M.10.1.2. Crecimiento en distintas concentraciones de potasio. 
 
 Se hicieron germinar 16 semillas en cajas de Petri con 20 ml de medio Spalding sólido 
(descrito en el apartado M.1.2.2),  suplementado con 1 mM de KCl. Tras 4 días se transfirieron a 
cajas de Petri (8 semillas de cada línea), con 20 ml de medio Spalding  suplementado con 0, 
0.1, 1, 10 y 100 mM de KCl. Tras 16 días se midió el peso fresco de las plántulas de cada una 
de las líneas que se pesaron en grupos de 24. 
  
M.10.2. Ensayos en suelo. 
 
 En todos los casos, las plantas se sembraron en macetas individuales usando como 
sustrato turba (sustrato tipo 2, Florasca), en una cámara de cultivo con las condiciones descritas 
en el apartado M.1.2.3. 
 
M.10.2.1. Crecimiento en condiciones estándar. 
 
 Las plantas se cultivaron como se ha  descrito en el apartado M.1.2.3. En estas 
condiciones se estudiaron las diferencias fenotípicas entre las distintas líneas de mutantes 
simples, dobles y la silvestre.   
 Se determinó el peso fresco y el peso seco de las plantas completas. También se 
cuantificaron otros parámetros, como el tamaño de las silicuas analizando con el programa 
AxioVision 4.6 imágenes tomadas con una cámara  fotográfica (DC 4800, KodaK), a la que se 
incorporaron 2 lentes de aumento (Extanar Close-up Lens, Kodak). La producción de semillas se 
midió como el peso fresco de las semillas producidas por cada planta. El tamaño de las semillas 
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se determinó mediante análisis de imágenes tomadas con una cámara fotográfica (DC 4800, 
KodaK) acoplada a una lupa (SMZ-U, Nikon). Todos estos parámetros ofrecen una imagen real 
de las diferencias fenotípicas existentes entre estas líneas (Verslues et al., 2006) en todas las 
etapas del desarrollo. 
 
M.10.2.2. Tratamiento salino. 
 
 Se usaron plantas de 2 semanas de edad sembradas en bandejas de 45 alveolos, en 
cada uno de los cuales se sembró una planta (9 plantas de cada línea / bandeja). Para aplicar el 
tratamiento salino se introdujo durante 2 minutos una bandeja en solución nutritiva Spalding (con 
1 mM de KCl) estándar (0 NaCl), otra en la solución nutritiva suplementada con 100 y otra con 
150 mM de NaCl. Este procedimiento se repitió cada dos días durante 4 semanas. Tras el 
tratamiento salino se cosecharon y se midieron distintos parámetros para determinar las 
posibles  diferencias en el crecimiento (peso fresco, peso seco, contenido en agua y área foliar) 
y en el contenido iónico (contenido en Na+ y en K+) entre las distintas líneas. 
 
M.10.3. Ensayos en cultivo hidropónico. 
 
En todos los casos el cultivo se realizó como se describe en el apartado M.1.2.4. 
M.10.3.1. Crecimiento en condiciones estándar. 
 
 Las plantas se cultivaron como se ha  descrito en el apartado M.1.2.4, con la solución 
nutritiva estándar para Arabidopsis (1 mM de K+). En estas condiciones se estudiaron las 
diferencias fenotípicas entre las distintas líneas de mutantes simples, dobles y la silvestre.   
Se cuantificó la diferencia en el tiempo de floración, el radio de la roseta y  la altura en el 
momento de floración, el peso fresco y el peso seco, que son los parámetros que pueden 
representar las diferencias fenotípicas existentes entre las plantas de estas líneas (Boyes et al., 
2001) cuando se cultivan en suelo.  
 
M.10.3.2. Tratamiento salino. 
 
 Tras dejar crecer las plantas durante 2 semanas en solución nutritiva con 1 mM de K+, el 
NaCl se añadió a ésta de forma gradual (50 mM cada 8h, desde una solución 5 M) hasta 
alcanzar una concentración de 0, 50 y 100 mM de NaCl. Las plantas se cosecharon tras 3 
semanas de tratamiento. Se les midieron los mismos parámetros que en el experimento 
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M.10.3.3.  Toma de Rb+.  
 
La determinación de la toma de K+ a través de la raíz  se estimó a partir de la 
determinación de la toma de Rb+, siguiendo las indicaciones de Benlloch et al. (1989). Se 
seleccionaron plantas de Arabidopsis de tres semanas con un porte uniforme cultivadas en 
solución nutritiva control, se transfirieron a una solución nutritiva sin K+ y se mantuvieron en ella 
durante 72 horas. Tras el tratamiento de hambre de K+ se transfirieron a una solución nutritiva que 
contenía 100 µM RbCl, dónde se mantuvieron durante 20 minutos y posteriormente se sumergieron 
durante 5 minutos en una solución de 5 mM CaSO4 enfriada a 4 ºC. Una vez terminado el ensayo 
se secaron las raíces en papel de filtro, se cortaron y se pesaron antes de congelarlas a -70 ºC. 
Tras triturarlas y descongelarlas, los homogeneizados se centrifugaron durante 5 minutos a 13,000 
rpm (Biofuge Pico, Heraeus) y se determinó la concentración de Rb+ en los sobrenadantes 
mediante espectrofotometría de absorción atómica (1100B, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA).   
 
M.10.3.4. Crecimiento en distintas concentraciones de potasio. 
 
Las plantas de las distintas líneas mutantes de Arabidopsis y de la línea silvestre Col-0 
se cultivaron durante 1 semana  en solución nutritiva estándar (apartado M.1.2.4) con 1 mM de 
K+ y tras este tiempo se transfirieron 5 plantas de cada línea a una bandeja con solución 
nutritiva suplementada con 0.1, 1, 10, 20 mM de KCl ó 10 mM de K2SO4. Se dejaron crecer en 
estas soluciones durante 2 semanas, tras las cuales se cosecharon, se pesaron y se 
determinaron sus contenidos de Na+ y  K+ (apartado M.13). 
En los ensayos en los que se sometió a las plantas a un tratamiento de hambre de 
potasio (0 mM de K+ en la solución nutritiva),  las semillas germinaron en las mismas 
condiciones que en el experimento anterior. Las plantas se mantuvieron 2 semanas en solución 
nutritiva con 1 mM de KCl, antes de transferirlas a las bandejas con solución nutritiva sin K+ 
preparada con agua calidad Elix). Se cosecharon tras 1 semana de tratamiento, se pesaron y se 
les determinaron los contenidos iónicos de Na+ y  K+ mediante espectrometría de absorción 
atómica (1100B, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA). 
 
M.10.3.5. Choque osmótico o desecación. 
 
Las plantas se cultivaron en condiciones estándar durante 3 semanas, tras las cuales se 
transfirieron a un tubo Falcon de 50 ml con 40 ml de solución nutritiva a la que se le añadió 20% 
(p/p) de PEG6000. A continuación se pesaron a tiempo 0 y a las 0.5, 1, 2, 4 y 6 horas. De esta 
forma se determinaron los gramos de agua perdida, parámetro que refleja la capacidad de 
respuesta tras el choque osmótico de cada una de las líneas.  
Para estudiar la capacidad de recuperación tras el tratamiento, se le lavaron con agua 
las raíces de las plantas tratadas y se mantuvieron en solución nutritiva durante 2 semanas. 
Tras este tiempo se fotografiaron, se cosecharon y se pesaron. 
                                                                                                                                    III. Materiales y Métodos 
 
76 
M.11. Caracterización fisiológica de las plantas transgénicas de tomate.  
 
M.11.1. Tratamientos salinos. 
 
En los experimentos de tolerancia a salinidad las plantas crecieron durante una semana 
en una cámara de cultivo, en medio hidropónico (apartado M.1.2.4) y posteriormente el NaCl se 
añadió a la solución nutritiva en incrementos diarios graduales (25 mM NaCl cada 8 horas), 
desde una solución 5 M de NaCl, hasta alcanzar una concentración de 75 o 150 mM NaCl. Se 
cultivaron en los distintos regímenes salinos hasta fructificación. 
En los experimentos de choque salino se mantuvieron plantas de tres semanas de edad 
durante 5 días en una solución nutritiva suplementada con 150 mM Na2SO4. Tras este 
tratamiento  se transfirieron a una solución nutritiva sin sal y a los 5 días se determinó su 
recuperación. 
 
M.11.2. Crecimiento en distintas concentraciones de K+. 
 
En estos experimentos las plantas de 3 semanas de edad se cultivaron durante 13 días 
en solución nutritiva con distintas concentraciones de K+ (1, 4 y 50 mM). Este  macronutriente se 
añadió desde una solución stock 0.5 M K2SO4. 
 
M.11.3. Toma de Rb+. 
 
Este ensayo es similar al descrito para plantas de Arabidopsis (apartado M.10.3.3). Las 
plantas de 3 semanas de edad se mantuvieron durante 96 horas en una solución nutritiva 
estándar en la que se eliminó el K+ (K2SO4 y KH2PO4) y se añadió 1mM de Ca(H2PO4)2. El 
marcado se realizó con 10 o 100 µM RbCl durante 10 minutos.  
 
M.12. Determinación del contenido en agua, área foliar, número de estomas y 
conductancia estomática. 
 
Se determinó el peso fresco de las plantas separándolas en parte aérea y raíces. Para 
determinar el peso seco las muestras se depositaron durante 48 horas en un horno hermético a 
70 ºC. El contenido de agua (en g H2O /g de peso seco) se obtuvo  partir del peso fresco y el 
peso seco, previamente determinados. La conductancia estomática y la transpiración se 
midieron usando un analizador de intercambio gaseoso por infrarrojos (IRGA) portátil (Li-
Cor6400, Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, EE.UU)).  
El área foliar de las plantas de Arabidopsis se determinó tomando imágenes a tamaño 
real de las hojas de la roseta con un escáner de alta resolución. Las imágenes se analizaron con 
el programa #-Scan (Scan analytics, Vienna, VA, EE.UU). 
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Para determinar el número de estomas, se obtuvieron impresiones, sobre un 
portaobjetos, de la epidermis del envés de hojas de la roseta de las plantas de Arabidopsis, 
usando pegamento con base de cianoacrilato (Wilson et al., 1981). La impresión de los estomas 
sobre el portaobjetos se observó usando un microscopio (Axioscop, Zeiss), a 400 aumentos. 
Estas imágenes se registraron con una cámara (AxioCam MRc5, Zeiss) acoplada al microscopio 
y se analizaron utilizando el programa AxioVision 4.6. 
 
M.13. Determinación de contenidos iónicos. 
 
Para medir el contenido iónico de las plantas de tomate, en primer lugar se cosecharon, 
se separaron en hojas, tallos (incluidos los peciolos), frutos y raíces, y se pesaron. Las raíces se 
lavaron con agua desionizada y se secaron con papel de filtro antes de pesarlas. Todas las partes 
de la planta se secaron a  70 ºC durante 48 horas en un horno hermético. Una vez seco, el material 
se trituró con un mortero hasta convertirlo en un polvo fino. El K+, y Na+ se extrajeron del material 
triturado con agua caliente bajo presión, autoclavando las muestras, y su contenido se cuantificó 
mediante espectrofotometría de absorción atómica (EAA) (1100B, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, 
USA). El resto de los elementos analizados se extrajeron de forma similar, pero se determinaron 
mediante el  uso de ICP (Iris Advantage, Jarrell Ash Cop.). 
 El análisis del contenido iónico realizado a las plantas de Arabidopsis se hizo de una forma 
similar al realizado en las plantas de tomate, pero en el caso de las primeras se dividieron sólo en 
parte aérea, que incluía roseta y tallos, y raíces. 
 
M.14. Compartimentación vacuolar de Na+ y K+. 
 
 Los contenidos vacuolares de Na+ y K+ en hojas y raíces se analizaron por microscopía 
electrónica y microanálisis por dispersión de rayos-X (SEM-EDX). Para realizar el análisis EDX se 
tomaron muestras frescas de hojas totalmente expandidas o de raíz principal, de plantas cultivadas 
en condiciones estándar en cultivo hidropónico, en el caso de Arabidopsis o en distintos niveles de 
salinidad, en el caso de las plantas de tomate. Las muestras se montaron sobre ranuras en un 
soporte de cobre y se fijaron con OCT Compound (BDH). El soporte de cobre que contenía las 
muestras se sumergió en un baño de nitrógeno líquido antes de transferirlo en condiciones de vacío 
a la cámara de criopreparación (CT1500, Oxford Instruments) asociada al microscopio electrónico 
de barrido (DSM 960, Zeiss). Se dejó que la temperatura en la cámara subiera desde -163 a -90 ºC, 
temperatura que se mantuvo durante 10 minutos para que se produjera la sublimación del hielo 
antes de bombardear con oro durante 2 minutos. La calibración del aparato se realizó con un 
detector ATW en interfase con un  Analizador Link ISIS. Las muestras se analizaron manteniendo 
los siguientes parámetros constantes: voltaje de aceleración, 15 kV; ángulo de disparo  42º; tiempo 
de recolección de cuentas de rayos X, 100 segundos; distancia de trabajo entre la muestra y el 
detector, 24 mm. Las medidas se realizaron enfocando vacuolas expuestas de células específicas 
(parénquima del mesófilo en hojas, o células corticales o del cilindro vascular en raíz ) o cubriendo 
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grupos celulares de diferentes tejidos en la raíz (córtex y cilindro vascular) o estomas (en el caso de 
las plantas de Arabidopsis). 
 Para determinar la respuesta del analizador a K+ y Na+ se usaron soluciones que contenían 
concentraciones conocidas de iones y extractos de plantas obtenidos de hojas y raíces de las 
mismas plantas usadas en los ensayos de EDX, a los cuales se les determinó el contenido iónico 
mediante EAA (apartado M.13).  
 
M.15.  Medida de la actividad antiportadora en vesículas de tonoplasto. 
 
M.15.1. Aislamiento de membranas vacuolares. 
 
Se aislaron membranas de tonoplasto siguiendo el protocolo de  Barkla et al. (1999). Se 
recogieron raíces de plantas que habían llegado floración y se lavaron tres veces con agua 
desionizada, se secaron con papel del filtro, se cortaron en pequeños fragmentos y se 
homogeneizaron con una batidora comercial, en tampón de homogenización. Tras la 
homogenización (en la que se usó una relación 1:5 peso de raíz:volumen de tampón), el 
homogenizado se filtró a través de 6 capas de gasa y se centrifugó a 10,000 g durante 20 minutos a 
4 ºC (Varifuge 20RS, Heraeus, con el rotor 22.50). Se recogió el sobrenadante y se centrifugó a 
100,000 g durante 45 minutos a 4 ºC en un rotor de ángulo fijo (TFT-70.38) con una ultracentrífuga 
Sorvall Discovery 90SE y el precipitado se resuspendió usando un homogenizador de vidrio 
Dounce en tampón de resuspensión. La suspensión de membranas se depositó sobre 10 ml de 
una solución al 22% de sacarosa hecha en el tampón de suspensión y se centrifugó a 97,000 g 
durante 2 horas a 4 ºC en un rotor de ángulo variable (TH-641, Sorvall) con una ultracentrífuga 
Sorvall Discovery 90SE. Las membranas vacuolares, que se situaron en la interfase de  sacarosa 
0/2 2%, se recogieron usando una pipeta Pasteur, se diluyeron en tampón de suspensión y se 
centrifugaron a  150,000 g durante 45 minutos a 4 ºC en un rotor de ángulo fijo (TFT-70.38). El 
precipitado se resuspendió en 300 !l de tampón de suspensión y se tomó una muestra para 
determinar la concentración de proteína. Al resto se le añadió 0.2% de BSA. Las membranas se 
repartieron en un volumen de 50 !l, en tubos  Eppendorf , se congelaron en nitrógeno líquido y se 
conservaron a  -70 ºC. 





Tampón de homogenización Tampón de resuspensión 
Manitol 400 mM Manitol 250 mM 
TRIS 30 mM Glicerol 10% (p/v) 
EGTA 5 mM BTP-MES pH 8 2 mM 
MgSO4 5 mM EGTA-BTP pH 8 1 mM 
Butilato de hidroxitolueno 0.5 mM DTT 2 mM 
dibucaina 0.25 mM PMSF 1 mM 
benzamidina 1 mM   
K+-metabisulfito 26 mM   
DTT 2 mM   
PMSF 1 mM   
BSA 0.5% (p/v)   
Glicerol 10% (p/v)   
PVP-10 5% (p/V)   
Ajustar a pH 8 con H2SO4 concentrado   
 
 
M.15.2. Determinación de la actividad antiportadora.  
 
Para seguir la formación y disipación de gradientes de pH a través de las vesículas de 
tonoplasto se tomó como referencia la disminución de la fluorescencia del colorante ACMA (9-
amino-6-cloro-2-metoxi-acridina) (Venema y Palmgren, 1995). Las vesículas de tonoplasto 
purificadas (50 !g de proteína) se añadieron a un tampón que contenía: 250 mM manitol, 10 mM 
BTP-Mes (pH 8.0), 100 mM cloruro de tetrametilamonio, 3 mM MgSO4 y 1 !M ACMA. La 
reacción se inició con la adición de 1.5 mM ATP-BTP (pH 8.0). Los cambios en  la fluorescencia 
se midieron con un espectrofotómetro de fluorescencia (FL 2500, Hitachi) a unas longitudes de 
onda de excitación y de emisión de 415 y 485 nm respectivamente (anchura de ranura 10 nm). 
La mezcla usada para la reacción se mantuvo en agitación, a 26 ºC durante todo el ensayo de 
transporte. 
 
M.16. Análisis estadístico de los datos. 
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CAPÍTULO 1 
Caracterización de líneas de mutantes por inserción de T-DNA en los 
genes AtNHX1 y AtNHX2. 
 
R.1.1. Obtención de líneas homocigotas de mutantes de inserción de T-DNA. 
 
En varios laboratorios se han producido plantas transgénicas que sobreexpresan el gen 
AtNHX1 de distintas especies (Solanum lycopersicum, Brassica napus, Arabidopsis thaliana, 
Triticum aestivum) que muestran mayor tolerancia a NaCl que las correspondientes líneas 
isogénicas control, aunque no en todos los casos con el mismo grado de halotolerancia. 
Además, el análisis de los contenidos iónicos de estas plantas ha dado lugar a resultados 
contradictorios ya que no en todos los casos se ha detectado un incremento del contenido de 
sodio (Apse et al., 1999; Zhang y Blumwald, 2001; Zhang et al., 2001; Xue et al., 2004; Pardo 
et al., 2006; Brini et al., 2007) (apartado I.7.2.4). El uso de este tipo de aproximaciones con 
plantas trasgénicas para estudiar la función de una proteína puede causar artefactos ya que en 
la célula debe mantenerse un equilibrio iónico que es fundamental para su homeostasis y 
alterarlo mediante la sobreexpresión de proteínas recombinantes puede causar una serie de 
efectos pleiotrópicos que hacen imposible discriminar el que genuinamente corresponde al 
originado por el gen que se ha introducido. Por otro lado, los genes heterólogos introducidos 
puede que no estén sometidos a la misma regulación posttranscripcional que tienen en el 
organismo del que provienen, ya sea por la falta de reconocimiento de la proteína expresada 
ectópicamente o por el mismo hecho de su sobreexpresión y la titulación de posibles 
reguladores (apartado I.7.2.3). La utilización de mutantes nulos para los genes cuya función se 
pretende estudiar puede dar una información más precisa y, en todo caso, complementaria a la 
de la sobreexpresión.  
La familia de antiportadores catión/protón NHX de Arabidopsis está formada por 6 
miembros. Dentro de esta familia, el gen AtNHX2 es el que guarda una mayor homología de 
secuencia con AtNHX1 (87.5%) y ambas proteínas se localizan en el tonoplasto (Yokoi et al., 
2002). El análisis de la regulación de la transcripción de estos genes mostró que se produce 
una acumulación de mRNA de NHX1 y NHX2 tras tratamientos con NaCl, KCl, sorbitol o ABA 
(Yokoi et al., 2002). El patrón de expresión de ambos genes en los distintos tejidos de la planta 
también es similar (Shi y Zhu, 2002; Li et al., 2004), por lo que es posible que las proteínas 
AtNHX1 y AtNHX2 sean funcionalmente redundantes. Con el objetivo de diseccionar la 





, la tolerancia al estrés salino y el mantenimiento de la homeostasis iónica in vivo, se 
realizó la caracterización molecular y fisiológica de las líneas de mutantes de inserción de T-
DNA en el promotor de AtNHX1 (nhx1.3) y en las regiones codificantes de AtNHX1 (nhx1.1) y 



































Figura R.1.1. Localización de las inserciones de T-DNA en los genes AtNHX1 y AtNHX2. 
Esquema en el que los rectángulos grises representan los exones y las líneas entre ellos los 
intrones de los genes AtNHX1 (a) y AtNHX2 (b). El rectángulo negro corresponde al promotor y 
las flechas a las inserciones de T-DNA, donde la dirección de la flecha indica la posición del 
extremo izquierdo del T-DNA. PI indica la coordenadas del punto de inserción del T-DNA, 
tomando como punto de origen el codón de inicio de la traducción del gen.  
 
 
R.1.1.1. Genotipado de las líneas de mutantes de inserción de T-DNA. 
 
Para obtener plantas mutantes homocigotas (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1) de las líneas 
mutantes proporcionadas por el SALK Institute se realizó una primera selección in vitro 
utilizando como marcador de las mutaciones la resistencia a kanamicina aportada por el T-DNA 
utilizado para la obtención de los mutantes (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Se 
sembraron semillas de las tres líneas indicadas en medio MS sólido suplementado con 
kanamicina (apartado M.7.1) y se transfirieron a suelo las plántulas resistentes de las líneas 
nhx1.3 y nhx2.1. Las líneas nhx1.3 y nhx2.1 segregaron como líneas heterocigotas para las 
inserciones respectivas. Por el contrario, en esta primera selección todas las plántulas de la 
línea nhx1.1 mostraron sensibilidad a kanamicina, por lo que las semillas de esta línea se 
sembraron directamente en suelo para su propagación y caracterización molecular. La 
sensibilidad a kanamicina de los mutantes obtenidos por inserción de T-DNA no es un hecho 
infrecuente ya que los suministradores de estas semillas advierten que es posible la pérdida del 
gen NPTII por recombinación, la inserción de un gen NPTII incompleto o el silenciamiento del 
mismo. Una vez que las plantas de las tres líneas mutantes transferidas a suelo habían 
desarrollado al menos 4 hojas verdaderas se extrajo el DNA de 50-75 mg de tejido foliar 
(apartados M.2.1.2 y M.7.2) y se realizó un genotipado por PCR (apartados M.3.1 y M.7.3). 
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Para ello se utilizaron oligonucleótidos de regiones flanqueantes a la zona de inserción del T-
DNA y un oligonucleótido específico para el extremo izquierdo (LB) del T-DNA insertado 
(apartado M.7.3 y Anexo IV) (Figura R.1.2 a). De esta forma se verificó la posición de la 
inserción de T-DNA reportada por los suministradores de las líneas mutantes y se buscaron las 
líneas homocigotas para las correspondientes inserciones, como se ha descrito en M.7.3. Los 
resultados del análisis por PCR nos permitieron seleccionar plantas homocigotas para la 
inserción de T-DNA de las tres líneas mutantes (Figura R.1.2 b). 
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Figura R.1.2. Genotipado por PCR de las distintas líneas de inserción de T-DNA. En el 
panel a se encuentran representados los genes AtNHX1 y AtNHX2 y los puntos de hibridación 
de los distintos oligonucleótidos (OL1: nhx1-5’-2, OL2: nhx1-3’, OL3: Lba1, OL4: nhx1-prom, 
OL5: nhx1-3’-2, OL6: nhx2-5’ y OL7: nhx2-3’) utilizados en las distintas amplificaciones (PCR1, 
PCR2, PCR3, PCR4, PCR5 y PCR6) realizadas para genotipar las líneas de mutantes de 
inserción. Los genes ANHX1 y AtNHX2 se encuentran representados con una flecha gris, el 
rectángulo negro representa el promotor y las flechas negras las inserciones de T-DNA. En el 
panel b se ilustran los resultados de las amplificaciones descritas en el panel a, en las que se 
ha utilizado como molde el DNA de las líneas homocigotas para las inserciones nhx1.1 (1.1), 
nhx1.3 (1.3) y nhx2.1 (2.1). La línea silvestre isogénica Col-0 se indica con una C. Los 
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R.1.2. Cuantificación del nivel de acumulación de los transcritos de AtNHX1 y AtNHX2 en 
las líneas homocigotas de mutantes de inserción de T-DNA. 
 
 Una vez obtenidas las líneas homocigotas de los distintos mutantes se estudió el efecto 
de las inserciones de T-DNA sobre la acumulación de los mRNA de los genes en los que se 
encontraban. Se extrajo RNA de plantas de las líneas homocigotas para la inserción, cultivadas 
en medio líquido en condiciones control y tras un choque salino (5 h en medio MS ! 
suplementado con 150 mM NaCl, apartado M.7.4.1). Se analizaron las líneas nhx1.1, nhx1.3 y 
la línea control (Col-0) mediante la técnica de “northern-blot” (apartados M.4.3 y M.7.4.2), 
usando una sonda específica para AtNHX1 derivada del extremo 3’ de su cDNA. Para 
normalizar la cantidad neta de mRNA de las distintas líneas se usó una sonda específica para 
el gen !-TUBULINA-4, cuya expresión es constitutiva (Kreps et al., 2002). Mientras que en la 
línea silvestre Col-0 se observó la presencia del transcrito de AtNHX1 en condiciones control, 
cuya abundancia aumentaba tras el choque salino, las líneas nhx1.1 y nhx1.3 no mostraron 
acumulación del transcrito de AtNHX1 en ninguna de estas condiciones (Figura R.1.3).  
 
 
C       S       C        S        C       S





Figura R.1.3. Análisis mediante “northern-blot” de las líneas de mutantes de inserción 
nhx1.1 y  nhx1.3 y de la línea silvestre (Col-0). Se extrajo el RNA total (15 µg por carril) de la 
línea control (Col-0) y de las líneas nhx1.1 y nhx1.3, cultivadas en condiciones control (C) y 
sometidas a un choque salino (S). Mediante un ensayo “northern-blot” se analizó el nivel de 
acumulación del mRNA del transgen AtNHX1, usando sondas específicas, marcadas con P
32
, 
para este gen (panel superior) y para el gen de expresión constitutiva en Arabidopsis 
!"TUBULINA-4 (TB4) (panel inferior).  
 
 
 La inserción de T-DNA en el mutante nhx1.3 está situada en la zona 5' no codificante 
del gen AtNHX1, por lo que cabía la posibilidad de que se acumularan cantidades bajas de 
mRNA de AtNHX1, indetectables por la técnica de “northern-blot”. Se realizaron ensayos de 
RT-PCR (apartados M.4.4 y M.7.4.3) ya que esta técnica permite la detección de niveles de 
acumulación de mRNA más bajos que los que pueden detectarse mediante análisis de tipo 
“northern-blot”. Para producir el cDNA se utilizó el mRNA extraído a los mutantes de inserción 
nhx1.1 y nhx1.3 y a la línea silvestre Col-0 cultivados en condiciones estándar y tras un choque 
salino con 150 mM de NaCl durante 5 h (apartado M.7.4.1). En las reacciones de PCR se 
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usaron oligonucleótidos específicos para AtNHX1 (nhx1-5’J/nhx1-3’J) y para !"TUBULINA-4 
(TB4-5’/3’) (Anexo IV). Los resultados de RT-PCR confirmaron que en la línea nhx1.1 no había 
acumulación de transcrito, pero mostraron que el mutante nhx1.3 acumulaba una cantidad 
detectable de transcrito tras el choque salino, aunque en cantidad apreciablemente menor que 
la línea silvestre en las mismas condiciones. El perfil de expresión del gen AtNHX1 en la línea 
silvestre coincidía con la observada mediante ensayos de “northern-blot” (Figura R.1.4). 
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Figura R.1.4. Análisis mediante RT-PCR semicuantitativa de la acumulación de transcrito 
completo de AtNHX1. Las reacciones de RT-PCR se realizaron utilizando una pareja de 
oligonucleótidos específica para el gen AtNHX1 (nhx1-5’J/nhx1-3’J) (AtNHX1) (panel superior) 
y otra para el gen de expresión constitutiva !"TUBULINA-4 (TB4-5’/3’) (panel inferior). El 
análisis de la acumulación del mRNA se realizó con plantas de las líneas nhx1.1, nhx1.3 y Col-
0, cultivadas en condiciones control (C) y sometidas a un choque salino (S).  
 
 
Se realizó un análisis mediante “northern-blot” para cuantificar la acumulación de 
transcrito del gen AtNHX2 en el mutante de inserción nhx2.1. El filtro se hibridó, de manera 
sucesiva, con una sonda específica para el gen AtNHX2 derivada del extremo 3’ de este gen y 
otra para el gen de expresión constitutiva !"TUBULINA-4 (apartado M.7.4.2). Como se puede 
observar en la Figura R.1.5, en la línea mutante se observó la acumulación de un transcrito que 
hibridaba con la sonda correspondiente al extremo 3’ del gen AtNHX2, aunque más corto que 
el producido por la línea silvestre y en cantidades mucho mayores e independientes de la 
inducción por sal que se observa en la transcripción del gen AtNHX2 nativo. 
 Este transcrito no se correspondía, ni en tamaño ni en patrón de expresión, con el 
observado en la línea silvestre. Para confirmar este resultado se cuantificó la acumulación del 
transcrito completo del gen AtNHX2 en la línea de mutantes de inserción nhx2.1 mediante la 
técnica de RT-PCR semicuantitativa (Figura R.1.6 a) (apartado M.7.4.3). Las amplificaciones 
realizadas mostraron que en la línea nhx2.1 se acumulaba un transcrito truncado 
correspondiente al extremo 3’ del gen (PCR3 Figura R.1.6 b). De acuerdo con esto, no se 
obtuvo la amplificación del transcrito completo en el mutante nhx2.1 pero sí en la línea silvestre 
(PCR1 Figura R.1.6 b). 
 Estos resultados confirmaron que se disponía de líneas homocigotas para la inserción 
de T-DNA los genes AtNHX1 (nhx1.1) y AtNHX2 (nhx2.1) que carecían de transcritos íntegros 
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de los respectivos genes y de una línea homocigota para la inserción de T-DNA en el promotor 
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Figura R.1.5. Análisis mediante “northern-blot” de las línea de mutante de inserción 
nhx2.1 y de la línea silvestre (Col-0). Se extrajo el RNA total (15 µg  por carril) de plantas de 
las líneas nhx2.1 y Col-0 cultivadas en condiciones control (C) y sometidas a un choque salino 
(S). Se analizó la acumulación de mRNA del gen AtNHX2 en estas líneas mediante un análisis 
“northern-blot”, usando una sonda específica para AtNHX2 (fragmento de 352 pb del extremo 3’ 
del cDNA de AtNHX2) (AtNHX2) (panel superior). Para normalizar la carga de RNA en los 
distintos carriles este filtro se rehibridó con una sonda específica  para el gen de expresión 





















Figura R.1.6. Análisis mediante RT-PCR semicuantitativa de la acumulación de transcrito 
completo de AtNHX2. Se extrajo el RNA total de plantas de las línea nhx2.1 y Col-0, 
cultivadas en condiciones control (C) y tras un choque salino (S). En el panel a se describen los 
puntos del gen AtNHX2 en los que se unen las parejas de oligonucleótidos (OL1: nhx2-5’-1rt, 
OL2: nhx2-3’-2 rt, OL3: nhx2-3’-1rt y OL4: nhx2-5’-2rt) utilizadas en las amplificaciones  en las 
que se usó como molde el cDNA obtenido mediante la técnica de RT-PCR. En el panel b se 
ilustran los resultados de estas tres amplificaciones (PCR1, PCR2 y PCR3) y del gen de 
expresión constitutiva !"TUBULINA-4 (TB4), que se utilizó para normalizar las cantidades de 
cDNA de cada una de las líneas. Los fragmentos amplificados fueron PCR1:~1450 pb de 
longitud completa; PCR2: ~650pb desde el extremo 5’ (ATG) del cDNA; PCR3: ~150pb hasta el 
extremo 3’ del cDNA. 
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R.1.3 Caracterización fisiológica de las líneas mutantes cultivadas en condiciones de 
estrés salino. 
 
R.1.3.1. Ensayos in vitro. 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en diferentes ensayos realizados con 
plantas que sobreexpresan AtNHX1 en los que se ha reportado un incremento de la tolerancia 
a la salinidad de las líneas transgénicas respecto a las correspondientes líneas control (Apse et 
al., 1999; Zhang y Blumwald, 2001; Zhang et al., 2001; Xue et al., 2004; Brini et al., 2007) cabe 
esperar que la falta de función de las proteínas AtNHX1 y/o AtNHX2 cause una disminución del 
grado de tolerancia a sal de las líneas mutantes. Se procedió a someter a las distintas líneas 
de mutantes por inserción de T-DNA en los genes AtNHX1 y AtNHX2 (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1) 
a ensayos de tolerancia a estrés salino como primer paso de su caracterización fisiológica. Los 
parámetros usados para cuantificar las diferencias en el nivel de tolerancia a salinidad fueron el 
porcentaje de germinación y la supervivencia de plántulas cultivadas in vitro durante 21 días en 
medio sólido de Spalding suplementado con distintas concentraciones salinas (100, 150 y 175 
mM NaCl) (apartado M.10.1.1). Se utilizaron ambos parámetros porque el grado de sensibilidad 
a sal de las plantas en la etapa de germinación no tiene necesariamente que ser el mismo en 
otras etapas del desarrollo (Verslues et al., 2006). Los mutantes de inserción de T-DNA en los 
genes AtNHX1 y AtNHX2 (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1) mostraron mayor sensibilidad frente a sal 
que la línea silvestre Col-0, tanto en la fase de germinación como en la capacidad de 
supervivencia de plántulas de 21 días, aunque sólo en las mayores concentraciones salinas 
utilizadas (150 y 175 mM NaCl) (Figura R.1.7). Estos resultados apoyan la posible implicación 
de estas proteínas en la tolerancia a salinidad de Arabidopsis thaliana. 
Los datos de germinación y supervivencia en NaCl se completaron con experimentos 
en los que se determinó la elongación de la raíz (apartado M.10.1.1) de las líneas mutantes 
nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1 y de la línea silvestre Col-0, en ensayos in vitro con medio 
suplementado con diferentes concentraciones salinas. Este parámetro se ha utilizado 
frecuentemente para determinar el efecto de la salinidad en el crecimiento de la planta ya que 
el crecimiento de la raíz es fácil de cuantificar de manera continua a lo largo del tiempo sin 
destruir la muestra (Verslues et al., 2006). Las semillas se hicieron germinar en medio de 
Spalding con 1 mM KCl. Después de 4 días las plántulas se transfirieron al mismo medio sólido 
suplementado con distintas concentraciones salinas (100 y 150 mM NaCl) y se midió la 
elongación de las raíces hasta los 16 días de cultivo.                                                                                                                




















































Figura R.1.7. Porcentaje de germinación y supervivencia en distintas concentraciones 
salinas. Semillas de las líneas de mutantes de inserción de T-DNA (nhx1.1, nhx1.3 y nhx 2.1) y 
de la línea silvestre (Col-0) se hicieron germinar in vitro en placas con un medio control (1 mM 
de K
+
 y sin NaCl) o suplementado con distintas concentraciones salinas (100, 150 y 175 mM 
NaCl). Se cuantificó el porcentaje de germinación a los 8 días (a) y de supervivencia a los 21 
días (b).  
 
 
Las raíces de las plantas de las líneas mutantes nhx1.1 y nhx1.3 crecieron más 
lentamente que las de la línea silvestre en condiciones estándar (reducción del 23 y 28%, 
respectivamente) y en presencia de concentraciones moderadas (50 mM) de
 
NaCl (reducciones 
del 16 y 14%, respectivamente). No se apreciaron diferencias significativas respecto al 
crecimiento entre las líneas nhx2.1 y control en condiciones estándar, pero sí en presencia de 
50 mM de NaCl (pérdida de un 19% respecto a las plantas de la línea control). En presencia de 
150 mM NaCl todas las líneas mostraron el mismo grado de sensibilidad y no se observaron 
diferencias significativas entre ellas (Figura R.1.8).  
 
 








































Figura R.1.8. Ensayo de elongación de raíz. Las plantas de las líneas mutantes (nhx1.1, 
nhx1.3 y nhx2.1) y de la línea silvestre (Col-0) germinaron en placas con medio control (1 mM 
KCl y sin NaCl); a los 4 días se transfirieron a placas con medio suplementado con distintas 
concentraciones salinas (50 y 150 mM NaCl) y a los 16 días se midió la elongación de la raíz. 
 
 
La probable redundancia funcional entre las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 podría 
explicar la escasa diferencia encontrada entre el nivel de sensibilidad a salinidad de las líneas 
mutantes portando las mutaciones simples nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1 en comparación con la 
línea silvestre.  Por otra parte, el hecho de que las raíces de las plantas de las líneas mutantes 
crezcan más lentamente en condiciones estándar podría sugerir que estas proteínas realizan 
alguna función importante para el desarrollo de la planta en ausencia de estrés. 
 
R.1.3.2. Ensayos en suelo. 
 
Los ensayos realizados con plántulas in vitro son útiles para conocer, en una primera 
aproximación, la posible implicación de un gen en la tolerancia a distintos tipos de estrés ya 
que resulta factible realizar un número de repeticiones estadísticamente satisfactorio usando un 
elevado número de condiciones diferentes en distintos ensayos. Sin embargo, este tipo de 
estudios sólo dan información sobre las primeras etapas del desarrollo de la planta. Además, 
las condiciones de cultivo en este tipo de ensayos suponen el 100% de humedad relativa, por 
lo que el transporte mineral se reduce al mínimo por la falta de una corriente de 
Capítulo 1                                                                                                                                  IV. Resultados  
90 
evapotranspiración. Para obtener información sobre la respuesta de las líneas mutantes frente 
a estrés salino en condiciones ambientales mas cercanas a las naturales, se realizaron 
experimentos de tolerancia a la salinidad utilizando plantas de 4 semanas cultivadas en suelo, 
que se sometieron a distintos regímenes de riego salino (0, 100, 150 mM NaCl) durante 3 
semanas (apartado M.10.2.2.) (Figura R.1.9 a). El crecimiento de la parte aérea de los 
mutantes, medido como peso fresco y peso seco, fue menor que el de la línea silvestre, tanto 
en las plantas sometidas a condiciones estándar de cultivo como en las sometidas a 
tratamiento salino (Figura R.1.9 b). En condiciones estándar los mutantes nhx1.1 y nhx1.3 
presentaron una menor área foliar que la línea control y que el mutante nhx2.1 (Figura R.1.9 c). 
Los resultados de estos ensayos confirman los descritos en  el apartado R.1.3.1 y sugieren 
nuevamente que la función de los transportadores AtNHX1 y AtNHX2 no está únicamente 
relacionada con la tolerancia de Arabidopsis al estrés salino. 
Una vez determinadas las diferencias de crecimiento en condiciones de estrés salino 
entre las plantas de las líneas mutantes nhx1.1, nhx1.3 y nhx 2.1 y de la línea silvestre Col-0, 




 de la parte aérea de estas plantas 
mediante la técnica de espectrometría de absorción atómica (apartado M.13). No se 
observaron diferencias significativas entre los contenidos de Na
+
 de las líneas mutantes y la 
línea control en ninguna de las condiciones ensayadas, con la sola excepción de los exhibidos 
por la línea nhx2.1 en el tratamiento con 150 mM NaCl, que eran menores que los 
correspondientes de la línea control (Figura R.1.10 b). Sin embargo, se observó que en 
condiciones estándar el contenido de K
+
 era significativamente mayor en las plantas silvestres 
que en las mutantes, y que esta diferencia desaparecía al aumentar la concentración de NaCl 
en el medio (Figura R.1.10 a). En los ensayos in vitro de elongación de raíz y en los de 
producción de biomasa en suelo  las mayores diferencias entre las plantas mutantes y la línea 
silvestre también se encontraron en ausencia de estrés y disminuían conforme se aumentaba 
el tratamiento salino. Estos datos no sólo indicarían que la función realizada por las proteínas 
AtNHX1 y AtNHX2 es necesaria en ausencia de estrés salino, tal y como se postuló en el 
apartado anterior, sino también que podría estar asociada a la compartimentación de K
+
















































































Figura R.1.9. Peso fresco de la parte aérea y área foliar en condiciones estándar y tras un 
tratamiento salino. Las plantas de 4 semanas de las líneas mutantes de inserción (nhx1.1, 
nhx1.3 y nhx2.1) y de la línea silvestre (Col-0) se regaron durante 3 semanas con solución 
nutritiva control (0 NaCl) o suplementada con distintas concentraciones salinas (100 y 150 mM 
NaCl) (a).  Tras el tratamiento salino se cosecharon  las plantas y  se determinó el peso fresco 

































































Figura R.1.10. Contenidos iónicos. Se determinó el contenido de K+ (a) y de Na+ (b) de la 
parte aérea de las plantas de las líneas mutantes (nhx1.1, nhx 1.3 y nhx2.1) y de la línea 
silvestre (Col-0) cultivadas en suelo y sometidas a 3 semanas de tratamiento salino (100 y 150 
mM NaCl). Se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el contenido de K
+
 en 
condiciones estándar de cultivo entre las distintas líneas Col-0 y nhx1.1 (P<0.13) y Col-0 con 
nhx1.3 y nhx2.1 (P<0.05) y en el contenido de Na
+
 entre las plantas de la línea Col-0 y la línea 
nhx2.1 (P<0.15) usando el test LSD. 
 
 
R.1.3.3. Ensayos en cultivo hidropónico. 
 
 Los ensayos en cultivo hidropónico permiten un control preciso de las concentraciones 
de los distintos macro y micronutrientes usados en la solución nutritiva en todo momento. 
Considerando la posible implicación de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en el mantenimiento 




 citosólica, como se puede inferir de las diferencias en los contenidos 
iónicos de K
+
 determinadas en el apartado anterior, se realizaron ensayos de tolerancia a 
salinidad en cultivo hidropónico en los que se usó una solución nutritiva estándar con 1 mM de 
K
+
, que es una concentración adecuada para que intervengan los sistemas de toma de K
+
 de 
baja afinidad (Spalding et al, 1999). La utilización de una concentración de K
+
 moderada 
permite determinar la posible implicación de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 no sólo en la 
respuesta a estrés sódico sino también en el mantenimiento de la homeostasis de K
+
 durante el 
tratamiento de estrés salino. En estos experimentos se determinó el peso fresco de las líneas 
de mutantes de inserción de T-DNA (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1) y de la línea silvestre Col-0. Los 
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resultados fueron similares a los observados en los experimentos realizados en suelo. La parte 
aérea (Figura R.1.11) de las plantas de las líneas mutantes nhx1.1 y nhx1.3 tenían menor peso 
fresco que las de las líneas nhx2.1 y control en condiciones estándar. Al igual que se había 
observado e los experimentos descritos en los apartados R.1.3.1 y R.1.3.2, esta diferencia 


































Figura R.1.11. Peso fresco de plantas en cultivo hidropónico. Plantas de las líneas 
mutantes  (nhx1.1, nhx 1.3 y nhx2.1) y de la línea silvestre (Col-0) cultivadas en medio 
hidropónico, se sometieron durante 3 semanas a un tratamiento salino elevado (100 mM NaCl). 
Tras el tratamiento se cosecharon y se determinó el peso fresco de la parte aérea.  
 
 
Los contenidos iónicos de K
+
 (Figura R.1.12 a) y de Na+ (Figura R.1.12 b) de la parte 
aérea de las plantas sometidas a tratamiento salino en cultivo hidropónico también resultaron 
ser análogos a los de las plantas sometidas a tratamiento salino en suelo descritos en el 
apartado anterior pero, aunque la tendencia de las líneas mutantes era tener menor 
concentración de K
+
 en la parte aérea en condiciones de cultivo estándar (0 mM NaCl), estas 
diferencias no eran significativas.  
Estos datos confirman los obtenidos en los ensayos realizados en cultivo in vitro y en 
suelo: las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 podrían estar implicadas en el mantenimiento de la 
homeostasis celular en ausencia y en presencia de estrés a través de la compartimentación de 
K
+
 y no de Na
+
 en la vacuola.  
 
































































Figura R.1.12. Contenidos iónicos tras un tratamiento salino. Plantas de las líneas 
mutantes  (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1) y de la línea silvestre (Col-0) cultivadas en medio 
hidropónico, se sometieron durante 3 semanas a un tratamiento salino (100 mM NaCl). Tras el 
tratamiento se cosecharon y se determinó el contenido de K
+




R.1.4. Obtención de líneas dobles mutantes. 
 
A lo largo de este capítulo se ha analizado la implicación individual de las proteínas 
AtNHX1 y AtNHX2 en la tolerancia a estrés salino. Los fenotipos obtenidos en condiciones de 
salinidad no son muy severos y las diferencias entre las líneas mutantes y la línea control se 
mantienen en ausencia de estrés (apartado R.1.3). Estos resultados podrían responder a 
distintos motivos. En primer lugar, las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 tienen un alto porcentaje de 
identidad de secuencia (87.5%) y ambas se localizan en la membrana vacuolar (Yokoi et al., 
2002). La acumulación de los transcritos de los genes que codifican estas dos proteínas 
aumenta en respuesta a los mismos factores (NaCl, KCl, LiCl, estrés osmótico y ABA) (Yokoi et 
al., 2002) y dentro de la planta ambos genes tienen un patrón de expresión muy similar (Shi y 
Zhu, 2002; Li et al., 2004). Podría existir una redundancia funcional entre ambos 
transportadores que sería la responsable de que los mutantes nhx1 y nhx2 analizados en los 
apartados anteriores no mostraran una sensibilidad significativamente mayor que la línea 
control al estrés salino. Por otra parte, tomando en consideración los datos obtenidos en los 
distintos ensayos descritos en los apartados anteriores, no puede descartarse que las 
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proteínas AtNHX1 y AtNHX2 intervengan en funciones relacionadas con el mantenimiento de la 
homeostasis iónica celular en condiciones de crecimiento estándar y que su implicación en la 
tolerancia a estrés salino sea menos importante de lo que han señalado los experimentos de 
sobreexpresión de la proteína AtNHX1 descritos en la literatura. Es importante considerar que 
ambas opciones no son excluyentes. Para poder determinar si estas hipótesis son ciertas se 
obtuvieron líneas dobles mutantes que no expresaran los genes AtNHX1 y AtNHX2.   
Para obtener líneas dobles mutantes nhx1 nhx2 se realizó un cruzamiento usando 
como parentales plantas homocigotas de las líneas nhx2.1, con una expresión nula de AtNHX2, 
y la línea nhx1.3, con un nivel de expresión muy bajo de AtNHX1 (apartado M.8). La elección 
de la línea nhx1.3 en lugar del mutante nulo nhx1.1 como parental del cruzamiento se debe a 
que existían indicios previos de que la falta de función simultánea de ambos genes puede ser 
letal: los diversos intentos de conseguir líneas dobles mutantes nhx1.1 nhx2.1 mediante 
cruzamiento clásico y líneas con una carencia de expresión total de ambos genes mediante la 
técnica de interferencia de RNA han sido infructuosos hasta la actualidad.   
Las plantas F1 resultantes del cruzamiento entre las líneas homocigotas nhx1.3 y 
nhx2.1 eran todas heterocigotas para la inserción de T-DNA en AtNHX1 y AtNHX2. Estas 
plantas se autofecundaron y produjeron semillas F2, entre las que se buscaron los dobles 
mutantes homocigotos nhx1.3 nhx2.1. 
 
R.1.5. Genotipado de las líneas dobles mutantes de inserción de T-DNA. 
 
Las semillas F2 obtenidas tras el cruzamiento se sembraron en suelo y se genotiparon 
mediante la técnica de PCR usando los oligonucleótidos ya descritos en el apartado R.1.1.1 
(Anexo IV). Aunque en estas plantas se esperaba una frecuencia de 1/16 de dobles mutantes 
homocigotos nhx1.3 nhx2.1, en una población de 72 plantas analizadas sólo se encontraron 2 
(3%) líneas homocigotas para la inserción en ambos genes, en lugar de las 4 (6%) esperadas. 
Ninguna de estas dos líneas prosperó hasta floración y producción de semillas. Se pasó por 
tanto a estudiar la descendencia (26 plantas F3) de plantas homocigotas para la inserción en el 
gen AtNHX1 y heterocigotas para la inserción en el gen AtNHX2, en la que se esperaba una 
frecuencia mayor de aparición de líneas homocigotas para la inserción de T-DNA en ambos 
genes. La frecuencia de aparición de dobles mutantes fue de 7.7% (2 entre 26 plantas 
analizadas) en lugar del 25% esperado (Figura R.1.13), posiblemente debido a la merma de 
viabilidad en estadios tempranos del desarrollo producida por la ausencia simultánea de las 
proteínas AtNHX1 y AtNHX2. Para los estudios subsiguientes se seleccionaron las líneas 
homocigotas para ambas inserciones nhx1.3 nhx2.1-15-2 (denominada a partir de ahora como 
nhx1,2-2) y nhx1.3  nhx2.1-15-14 (llamada nhx1,2-14). 
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Figura R.1.13. Genotipado de distintas plantas F3 del cruce de dos líneas parentales 
homocigotas para nhx1.3 y heterocigota para nhx2.1. Se extrajo el DNA de las plantas F3 
obtenidas del cruce de parental homocigoto para la mutación nhx1.3 y otro parental 
heterocigoto para nhx2.1. En el panel a se describen las amplificaciones realizadas (PCR1, 
PCR2, PCR3 y PCR4) utilizando las parejas de oligonucleótidos usadas en el apartado R1.1.1 
para genotipar las plantas nhx1.3 (OL1: nhx1-prom, OL2: nhx1-3’-2 y OL3: Lba1) y nhx2.1 
(OL4: nhx2-5’, OL5: nhx2-3’ y OL3: Lba1). En el panel b se ilustra el resultado de estas 
amplificaciones (PCR1, PCR2, PCR3 y PCR4) para tres de las líneas analizadas. Las líneas 1 
y 2 son las dos líneas homocigotas obtenidas para la inserción de T-DNA en  AtNHX1 y 
AtNHX2 y la número 3 es una línea heterocigota para la inserción en ambos genes. 
 
R.1.6. Cuantificación de la acumulación de mRNA de los genes AtNHX1 y AtNHX2 en las 
líneas homocigotas  nhx1 nhx2. 
 
 Una vez obtenidas las líneas dobles mutantes homocigóticas nhx1 nhx2, se cuantificó 
en ambas el nivel de acumulación de transcritos AtNHX1 y AtNHX2. Se extrajo el RNA como se 
describe en el apartado M.4.1, y se analizó la acumulación de transcritos en condiciones 
estándar y tras un choque salino mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa (apartados 
M.4.4 y M.7.4.2), utilizando las mismas condiciones y los mismos oligonucleótidos que los 
descritos en el apartado R.1.2. Los resultados obtenidos confirmaron que los niveles de 
expresión de los genes AtNHX1 y AtNHX2 en las líneas dobles mutantes nhx1,2-2 y nhx1,2-14 
eran los esperados: bajos niveles de acumulación del transcrito AtNHX1 y niveles indetectables 
del transcrito AtNHX2 (Figura R.1.14).  
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Figura R.1.14. Cuantificación de la acumulación de transcritos AtNHX1 y AtNHX2 en las 
líneas dobles mutantes mediante RT-PCR. Se extrajo el RNA total de plantas de las líneas 1: 
nhx2.1 nhx1.3-15-2 (nhx1,2-2), 2: nhx2.1 nhx1.3-15-14 (nhx1,2-14), 3: nhx2.1 y 4: Col-0, 
cultivadas en condiciones control (C) y tras un choque salino (S). Para analizar el nivel 
acumulación de los mRNA de los genes AtNHX1 y AtNHX2 en estas líneas se utilizó la técnica 
de RT-PCR, usando oligonucleótidos específicos para AtNHX1 (nhx1-5’J/3’-J) y para AtNHX2 
(nhx2-5’-1/nhx2-3’-2). La cantidad de cDNA sintetizado a partir de mRNA de las distintas líneas 




R.1.7. Caracterización fisiológica de las líneas dobles mutantes. 
 
Con el fin de comparar el desarrollo de las plantas dobles mutantes (nhx1,2-2 y nhx1,2-
14) con el de los mutantes simples (nhx1.1, nhx 1.3 y nhx2.1) y el de la línea silvestre (Col-0), 
se cultivaron plantas en medio hidropónico y en suelo para analizar su crecimiento en 
condiciones estándar y tras someterlas a tratamiento salino, usando las condiciones descritas 
para la caracterización de los mutantes simples de inserción de T-DNA (apartado R.1.3).  
 
R.1.7.1. Análisis del crecimiento en condiciones estándar. Crecimiento en suelo. 
 
 La baja frecuencia de aparición de dobles mutantes para las mutaciones en ambos 
genes parece indicar que la ausencia simultánea de expresión de AtNHX1 y AtNHX2 produce 
efectos negativos para el crecimiento, al menos en los primeros estadíos del desarrollo, que se 
manifiestan en la baja viabilidad en estas líneas. Para estudiar su desarrollo fenotípico durante 
un ciclo vegetativo completo, las semillas de las dos líneas dobles mutantes de inserción, 
nhx1,2-2 y nhx1,2-14, se sembraron en suelo y se cultivaron en las condiciones descritas en el 
apartado M.10.2.1. Las líneas dobles mutantes presentaban un evidente retraso en el 
desarrollo que se traducía en el menor tamaño de la roseta y un retardo de la floración. En la 
Figura R.1.15 se ilustra el desarrollo comparativo de las plantas de las líneas dobles mutantes 
con respecto al resto de mutantes y a las plantas silvestres 6 semanas después de la 
germinación. 
 







Figura R.1.15. Plantas de seis semanas cultivadas en suelo. Se cultivaron en suelo, en 
macetas individuales, plantas de las líneas de mutantes de inserción simples nhx1.1, nhx1.3 y 
nhx2.1, dobles mutantes nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y la línea silvestre (Col-0) en las condiciones 
descritas en el apartado M1.1.3.  
 
 
El tamaño de las silicuas era sensiblemente menor en los mutantes que en la línea 
silvestre (41.12 ± 5.4% y 64.93 ± 1.8% para las líneas nhx1,2-2 y nhx1,2-14, respectivamente; 
Figura R.1.16 b). También el número de semillas producidas por las plantas de las líneas 


























































































Figura R.1.16. Tamaño de las silicuas maduras y producción de semillas. Se cosecharon 
todas las silicuas de las plantas maduras de las líneas de mutantes simples de inserción de T-
DNA (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1), dobles (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) y de la línea silvestre (Col-0). Se 
fotografiaron (a) y se determinó su tamaño como se describe en el apartado M.10.2.1 (b). Para 
determinar la producción de semilla de cada una de estas líneas se cosecharon las semillas de 
plantas independientes y se pesaron (c). 
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R.1.7.2. Ensayos en cultivo hidropónico. 
 
Tras haber estudiado el crecimiento de las distintas líneas en suelo, se cultivaron en 
medio hidropónico para controlar la concentración de los distintos macro y micronutrientes de la 
solución nutritiva (apartado M.10.3.1). Se sembraron bandejas independientes de las distintas 
líneas de mutantes simples (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1), de los mutantes dobles (nhx1,2-2 y 
nhx1,2-14) y de la línea silvestre (Col-0), y se registró el desarrollo de las plantas a lo largo del 
tiempo (Figura R.1.17 a). El peso fresco de la parte aérea de las plantas de 3 semanas de edad 
de la línea silvestre era mayor que el de las líneas mutantes (Figura R.1.17 b). Esta diferencia 
era máxima con respecto a la línea control en el caso de los mutantes dobles, menor en los 
mutantes simples nhx1.1 y nhx1.3, y muy escasa en el caso de los mutantes nhx2.1. Sin 
embargo, el peso fresco de la raíz no mostraba diferencias entre líneas (Figura R.1.17 b). El 
peso seco de la parte aérea seguía el mismo patrón que el peso fresco (resultados no 
mostrados). 
Al igual que ocurría en los ensayos en suelo, las plantas de las líneas mutantes 
exhibían un retraso en el desarrollo que se traducía en el retraso en la instauración de la 
floración (Figura R.1.18 a) y en el menor tamaño de la roseta en esta etapa del desarrollo 
(Figura R.1.18 b). 
Como ya habían sugerido los resultados obtenidos durante la caracterización fisiológica 
de las líneas mutantes simples, las deficiencias de crecimiento de las líneas dobles mutantes 
en condiciones estándar de cultivo podrían deberse a la falta de una posible función de las 
proteínas AtNHX1 y AtNHX2 distinta a la tolerancia frente al estrés salino y relacionada con el 





























































Figura R.1.17. Plantas cultivadas en medio hidropónico en condiciones estándar. Se 
cultivaron plantas de las líneas mutantes simples nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1, de mutantes dobles 
nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y de la línea silvestre Col-0, en cultivo hidropónico (a). Se cosecharon 




































































Figura R.1.18. Retraso en el tiempo de floración y determinación del diámetro de la 
roseta. Se cultivaron plantas de las líneas mutantes dobles nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y de la línea 
silvestre Col-0 en medio hidropónico y se determinó el número de días que tardaban en 
alcanzar la floración a partir del momento de germinación (a) y el diámetro de la roseta en el 
momento de floración (b).  
 
 
R.1.7.3. Determinación de la actividad antiportadora en vesículas de tonoplasto. 
 
Las proteínas NHX de clase I, a las que pertenecen AtNHX1 y 2, se encuentran en el 






 (Pardo et al., 2006), por lo 







 vacuolar neta en las plantas dobles mutantes. Se aislaron vesículas de 
tonoplasto (apartado M.15.1) de raíces de plantas de la línea silvestre Col-0 y de las línea 






presente en estas 
vesículas mediante análisis fluorimétrico (apartado M.15.2). En la Figura R.1.19 se muestran 





, mientras que en la Tabla R.1.1 se comparan plantas de las dos 





. Las plantas de la línea silvestre tenían mayor actividad antiportadora catión/protón que las 
líneas de mutantes dobles, tanto para Na
+
 como para K
+
. Además, la actividad V-ATPasa 
determinada en la línea silvestre también era mayor que la encontrada en las líneas mutantes 
(Tabla R.1.1). La disminución en la actividad de la V-ATPasa vacuolar en las plantas mutantes 
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puede ser motivada por la reducción en la actividad de los antiportadores que no disipa 
suficientemente el gradiente de protones entre el citosol y el lumen vacuolar, resultando así en 
una inhibición de la V-ATPasa. Un fenómeno similar se ha descrito en las plantas dobles 




 vacuolares (Cheng et 



































































































Figura R.1.19. Actividad antiportadora Na+,K+/H+. Se aislaron vesículas de tonoplasto de 
raíces de plantas de la línea control (Col-0) y de la línea doble mutante nhx1,2-14 y se 
determinó su actividad antiportadora para K
+
 (a) y para Na
+




Estos resultados confirman que la ausencia de función de las proteínas AtNHX1 y 
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Actividad Antiportadora  
Líneas 
Actividad  
ATPasa Na+/H+ K+/H+ 
Col-0 593.31 564.35 581.79 
nhx1,2-2 390.70 321.10 484.37 
nhx1,2-14 392.53 475.23 430.17 
 
Tabla R.1.1. Determinación de las actividades antiportadoras Na+,K+/H+ y V-ATPasa en 
tonoplastos aislados de raíces. Se cosecharon las raíces de plantas de Arabidopsis de las 
líneas dobles mutantes nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y de la línea silvestre (Col-0) cultivadas en medio 
hidropónico y se aislaron vesículas de tonoplasto. Mediante ensayos fluorimétricos se 
determinó la actividad ATPasa vacuolar y la actividad antiportadora en una concentración de 
100 mM de NaCl o KCl. Los valores de actividad se dan en % de la variación de 
la fluorescencia por miligramo de proteína y por minuto. 
 
 
R.1.7.4. Crecimiento en condiciones de estrés.  
 
R.1.7.4.1. Crecimiento en condiciones de estrés salino. 
 
 Una vez determinadas las diferencias entre las plantas de las líneas dobles mutantes y 
silvestre en condiciones control, se estudió el fenotipo de estos mutantes en condiciones de 
estrés salino. Para ello se realizaron ensayos de cultivo hidropónico en medio salinizado con 
plantas de las líneas mutantes dobles nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y la línea silvestre Col-0, en 
condiciones idénticas a las empleadas en los ensayos realizados con las líneas mutantes 
simples (apartados M.10.3.2.  y  R.1.3.3). Para cuantificar las diferencias fenotípicas entre las 
distintas líneas se determinó su peso fresco, peso seco y contenido de agua a las 3 semanas 
de tratamiento. El peso fresco, tanto de la parte aérea como de la raíz, fue mayor en las plantas 
de la línea silvestre que en las dobles mutantes (Figura R.1.20). Estas diferencias se redujeron 
de forma progresiva, al aumentar la concentración del tratamiento salino. La determinación del 
peso seco dio resultados similares (datos no mostrados) y el contenido de agua de las plantas 
fue igual en todas las líneas en todas las condiciones ensayadas. 
Teniendo en cuenta que las diferencias de peso observadas entre líneas en 
condiciones estándar de cultivo (58% menor en las líneas dobles mutantes que en la silvestre) 
se mantienen en los distintos regímenes salinos aplicados  (50% menor en 50 mM NaCl y 33-
50%, en 100 mM NaCl), puede concluirse que, al menos en las condiciones utilizadas en estos 
ensayos, las plantas dobles mutantes no son más sensibles al estrés salino que las plantas de 












































Figura R.1.20. Peso fresco y contenido de agua tras un tratamiento salino.  Se cosecharon 
plantas de las líneas de mutantes dobles nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y de la línea silvestre Col-0, 
cultivadas durante 3 semanas en bandejas con solución nutritiva control (1 mM K
+
, sin NaCl), o 
suplementada con 50 y 100 mM NaCl (a) y se determinó el peso fresco (b) de la parte aérea y 
de la raíz por separado. 
 
 
R.1.7.4.2. Determinación de los contenidos iónicos en condiciones de estrés salino. 
 
En apartados anteriores (R.1.7.1, R.1.7.2 y R.1.7.4.1) se han descrito las diferencias 
fenotípicas encontradas entre la línea silvestre y las líneas dobles mutantes tanto en 







 de las vesículas de tonoplasto aisladas de las líneas dobles mutantes era menor que 
la registrada en las de la línea silvestre. Para comprobar si las diferencias fenotípicas descritas 
anteriormente se relacionan directamente con diferencias en los contenidos iónicos, se 




 de la parte aérea y de la raíz de plantas de 3 semanas 
de edad, cultivadas en condiciones control (1 mM K
+
) y sometidas a 2 semanas adicionales de 
tratamiento salino (apartado R.1.7.4.1). No se encontraron diferencias en el contenido de Na
+
 ni 
en el de K
+
 de la parte aérea de las plantas de la línea control y de las líneas dobles mutantes, 
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ni en condiciones control ni después de tratamientos salinos moderados (50 mM de NaCl). Este 
resultado no invalida necesariamente la hipótesis sobre la función de las proteínas AtNHX1 y 
AtNHX2 como transportadores de K
+
 en la célula: que los contenidos totales de K
+
 sean iguales 
no excluye que exista una distinta partición de este ión a nivel subcelular. A una mayor 





 que las silvestres (Figura R.1.21). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre los 
contenidos iónicos de las raíces de la línea silvestre y de las mutantes ni en estas condiciones 
































































Figura R.1.21. Contenidos iónicos de plantas sometidas a estrés salino. Se cultivaron 
plantas de la línea control (Col-0) y de las líneas dobles mutantes (n2x1-2 y n2x1-14) en medio 
hidropónico con una solución nutritiva control o suplementada con distintas concentraciones de 
NaCl (50 y 100 mM). A las 3 semanas se cosecharon y se determinó el contenido de  K
+
 (a) y 
Na
+
 (b) de su parte aérea. 
 
 
R.1.7.4.3. Determinación de la absorción de potasio tras un episodio de hambre de K+.  
 
En ensayos de transporte realizados con la proteína AtNHX1 reconstituida en 





 (Venema et al., 2003). Las plantas de las líneas mutantes simples para AtNHX1 y/o 
AtNHX2 han mostrado diferencias en el contenido de K
+ 
y no de Na
+
 con respecto a la línea 
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silvestre en condiciones estándar de cultivo, auque estas diferencias no se han podido 
reproducir en las líneas dobles mutantes. No obstante, los ensayos de transporte de vesículas 





en las líneas dobles mutantes. Por otra parte, las señales que parecen activar la absorción de 
K
+
 en condiciones de deficiencia de este macronutriente son la disminución de la concentración 
de K
+
 y del pH citosólicos (Walker et al., 1996, 1998). Presumiblemente, la actividad 
antiportadora de las proteínas AtNHX1 y 2 aumenta la concentración de K
+
 en la vacuola a 
expensas de su retirada desde el citosol, lo que a su vez supondría la activación de la 





, mediando la reentrada de H
+
 desde la vacuola al citosol, lo que también podía afectar a la 
activación de la absorción de K
+
 debida a la disminución del pH citosólico. La cuantificación de 
la absorción de K
+
 en líneas de mutantes nulos en las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 de 
Arabidopsis podría aportar información sobre la función de estas proteínas como 
compartimentadoras de K
+
 y, por tanto, moduladoras de la absorción de este macronutriente. 
Se midió la absorción de Rb
+
, usado como análogo de K
+
, en plantas de la línea silvestre y de 
las líneas dobles mutantes precultivadas en medio hidropónico con solución nutritiva estándar y 
sometidas a 72 h de hambre de K
+
. En estas condiciones las plantas mutantes mostraron 
menor capacidad de absorción de Rb
+
 (reducción de 24-56%) que las plantas de la línea 































Figura R.1.22. Toma de Rb
+
. Plantas de la línea silvestre (Col-0) y de las líneas dobles 
mutantes nhx1,2-2 y nhx1,2-14 se cultivaron solución nutritiva con 1 mM de K
+
 durante 3 
semanas y  se sometieron a hambre de K
+
 durante 3 días, tras los cuales se les suministró 0.1 
mM Rb
+





Teniendo en cuenta que en las líneas dobles mutantes la capacidad de compartimentar 
K
+
 en la vacuola está afectada negativamente, la disminución en la capacidad de absorción de 
Rb
+
 de estas líneas podría responder a un incremento de la concentración del K
+
 citosólico. De 
esta forma, los sistemas de toma de K
+
 que se ponen en marcha cuando la concentración 
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citosólica de este ión es baja no se activarían, o lo harían en menor medida, en los mutantes 
nhx1 nhx2. 
 
R.1.7.4.4. Crecimiento en distintas concentraciones de potasio. 
 
A lo largo del presente trabajo se han presentado una serie de evidencias relacionadas 
con la función de la proteínas AtNHX1 y AtNHX2: las vesículas de tonoplasto aisladas de las 




 que las plantas de la línea 
silvestre
 
(apartado R.1.7.3), en las plantas mutantes existe una reducción en la capacidad de 
absorción de Rb
+
 (apartado R.1.7.4.3) y el grado de sensibilidad a Na
+
 de las plantas mutantes 
es muy parecido al de la línea silvestre. Basándonos en estos datos podría postularse la 
posible implicación de estos dos antiportadores en la creación de la reserva vacuolar de K
+
 y en 
la tolerancia al estrés osmótico, más que un papel específico en la compartimentación de Na
+
. 




En primer lugar se realizaron ensayos de cultivo in vitro en distintas concentraciones de 
K
+
, en los que se cuantificaron las diferencias en peso fresco y se registraron los síntomas de 
estrés mediante imágenes tomadas a las dos semanas de crecimiento en los medios usados 
para los distintos tratamientos (apartado M.10.1.2). Las semillas de las líneas de los mutantes 
simples nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1, de los mutantes dobles nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y de la línea 
silvestre (Col-0) germinaron en cajas de Petri con solución nutritiva de Spalding estándar (1 
mM de KCl). A los 4 días se transfirieron a placas con la misma solución nutritiva preparada 
con distintas concentraciones de KCl (0, 0.1, 1, 10 y 100 mM). Tras 16 días de incubación se 
fotografiaron (Figura R.1.23 a), se cosecharon las plántulas y se determinó su peso fresco 
































































nhx1.1     nhx1.3    nhx2.1   nhx1,2-2  nhx1,2-14   Col-0
 
 
Figura R.1.23. Crecimiento in vitro en distintas concentraciones de K+. Plántulas de las 
líneas de mutantes simples (nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1), mutantes dobles (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) 
y de la línea silvestre (Col-0), crecieron en placas de Petri con medio Spalding suplementado 
con distintas concentraciones de KCl (0, 0.1, 1, 10 y 100 mM). En (a) se muestra su estado a 







Capítulo 1                                                                                                                                  IV. Resultados  
110 
                      Peso fresco  y  
                      % disminución  
Síntomas de estrés 
Líneas 0 0.1 1 10 100 0 0.1 1 10 100 
Col-0 0.06 0.17 0.23 0.22 0.09 + - - - ++ 
nhx1.1 n.s. 8 19 18 26 + - - -/+ ++/+++ 
nhx1.3 n.s. n.s. 22 11 32 + - - -/+ ++/+++ 
nhx2.1 n.s. n.s. 22 8 24 + - - -/+ ++/+++ 
nhx1,2-2 n.s. 25 41 36 59 + + - +/+++ +++ 
nhx1,2-14 n.s. 20 39 38 51 + + - +/+++ +++ 
 
Tabla R.1.2. Diferencias en el peso y los síntomas de estrés encontrados entre las líneas 
mutantes simples, dobles y control. Plántulas de las líneas mutantes simples (nhx1.1, nhx1.3 
y nhx2.1), mutantes dobles (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) y de la línea silvestre (Col-0), se crecieron 
durante 16 días en cajas de Petri con medio de Spalding suplementado con distintas 
concentraciones de KCl (0, 0.1, 1, 10 y 100 mM). A los 16 días se cosecharon y se pesaron en 
grupos de 24 plántulas. En estas tabla se expresa el peso fresco acumulado de 24 germínulas 
de la línea silvestre (Col-0), la diferencia porcentual entre el peso fresco de cada una de las 
líneas mutantes con respecto a la línea control (% disminución) y la intensidad de los síntomas 
de estrés encontrados en cada concentración. Las letras n.s. indican que las diferencias no son 
significativas. Los síntomas de estrés se corresponden con: -: aspecto sano; +: hojas poco 




En ausencia de K
+
 no se encontraron diferencias entre las líneas mutantes y las línea 
control. Las discrepancias tanto en el peso fresco como en los síntomas de estrés eran 
significativas a partir de 1 mM de K
+
 y aumentaron hasta hacerse máximas en 100 mM de K
+
. 
Estos resultados podrían señalar la implicación directa de los antiportadores vacuolares 
AtNHX1 y AtNHX2 en la retirada de K
+
 del citosol, para evitar una posible intoxicación por este 
ión al mismo tiempo que se facilita el ajuste osmótico a un medio hipertónico. Sin embargo, la 
ausencia de síntomas fenotípicos encontrada en condiciones de baja disponibilidad de K
+
 (0.1 
mM) parece indicar que el resto de los sistemas de entrada de K
+
 en la vacuola, por ejemplo 







 AtNHX1 y AtNHX2 para crear un reservorio vacuolar de K
+
 que esté disponible en 
situaciones de carencia de este macronutriente. 
Como se ha comentado anteriormente (apartado R.1.3.1), los ensayos in vitro tienen un 
carácter orientativo, por lo que se realizaron ensayos en cultivo hidropónico en los que las 
plantas de las líneas de mutantes dobles y de la línea silvestre crecieron en una solución 
nutritiva estándar suplementada con distintas concentraciones de K
+
 (apartado M.10.3.4.). Las 
plántulas de 1 semana de edad de las líneas dobles mutantes nhx1,2-2 y nhx1,2-14 y de la 
línea silvestre Col-0, germinadas en agua, se trasladaron a bandejas con solución nutritiva 
estándar (1 mM de K
+
) y al cabo de siete días se transfirieron a una solución nutritiva similar, 
con distintas concentraciones de potasio (0.1, 1, 10 y 20 mM de KCl) donde crecieron durante 2 
semanas adicionales.  


















































































































Figura R.1.24. Crecimiento en distintas concentraciones de potasio. Tras la germinación, 
plantas de las líneas de mutantes dobles (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) y silvestre (Col-0) se 
transfirieron a bandejas con solución nutritiva con una concentración control de potasio (1 mM 
KCl). Tras 1 semana, se trasladaron 5 plantas de cada una de las líneas a bandejas con 
solución nutritiva suplementada con una concentración baja (0.1 mM KCl) (a), control (1 mM 
KCl) (b), alta ( 10 mM KCl) (c) y muy alta (20 mM KCl ó 10 mM K2SO4) (d, e), de K
+
. Se 
mantuvieron en esta solución dos semanas, se cosecharon y se determinó el peso fresco de su 
parte aérea y de su raíz (f, g, h, i y j).  
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 Peso fresco P. aérea  
(% disminución) 
Peso fresco  Raíz 
(% disminución) 
Síntomas de estrés 
 KCl KCl KCl K2SO4 
Líneas 0.1 1 10 20 
K2SO4 
10 0.1 1 10 20 
K2SO4 
10 0.1 1 10 20 10 
Col-0 0.39 0.97 0.61 0.15 0.24 0.33 0.25 0.24 0.1 0.17 +++ - - + + 









Tabla R.1.3. Diferencias en el peso y los síntomas de estrés encontradas entre las líneas 
mutantes simples, dobles y la línea control. Plántulas de las líneas ,mutantes dobles 
(nhx1,2-2 y nhx1,2-14) y de la línea silvestre (Col-0), crecieron durante 16 días en solución 
nutritiva suplementada con distintas concentraciones de K
+
  (0.1, 1, 10 y 20 mM). Para realizar 
el ensayo de hambre de K
+
 se cultivaron las plantas durante 2 semanas en solución nutritiva 
control con 1 mM de K
+
, tras las que se transfirieron a una solución sin K
+
 en la que 
permanecieron un semana adicional. En esta tabla se expresa el peso fresco acumulado de 24 
germínulas de la línea silvestre (Col-0), la diferencia entre el peso fresco de la parte aérea y de 
la raíz de las líneas dobles mutantes con respecto a la línea silvestre (% disminución) y los 
síntomas de estrés encontrados en cada concentración. Los síntomas de estrés corresponden 
a la siguiente gradación, -: aspecto sano; +: verde más oscuro del observado en condiciones 
estándar ; ++: baja turgencia ; +++: color pardo que podría indicar necrosis o acumulación de 































R.1.25.Contenido de agua parte aérea en 20 mM K
+
. Se determinó el contenido de agua de 
la parte aérea de plantas de las líneas dobles mutantes (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) y de la línea 
control cultivadas en 20 mM KCl o en 10 mM de K2SO4 durante 2 semanas. Las diferencias en 
los valores medios son significativas con respecto al control con P<0.11 para nxh1,2-2 en KCl y 
con P<0.05 para nhx1,2-14 en KCl y ambas líneas en K2SO4. 
 
 
Las diferencias fenotípicas observadas en las plantas de las líneas dobles mutantes 
eran análogas a las observadas en los experimentos de cultivo in vitro. Se encontraron 
diferencias significativas en el peso fresco de la parte aérea a partir de 1 mM KCl y de 10 mM 
de K en él de la raíz, siendo máximas en 20 mM K
+ 
(Tabla R.1.3 y Figura R.1.24). En esta 




 también el contenido de agua de las líneas dobles mutantes era menor 
que él de la línea silvestre (Figura R.1.25), dato que podía indicar un cierto grado de 
incapacidad para el ajuste osmótico de los mutantes en estas condiciones. 
Para evaluar la implicación de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en el mantenimiento de 
un reservorio vacuolar de K
+
 que pueda ser movilizado en situaciones de carencia de este 
macronutriente, se realizaron ensayos de crecimiento de las distintas líneas en hambre de 
potasio. Para ello se cultivaron las plantas durante 2 semanas en una solución nutritiva control 
(1 mM de KCl) y se transfirieron a la solución nutritiva sin K
+
, donde crecieron durante una 


































Figura R.1.26. Ensayo de hambre de potasio. Plantas de las líneas de mutantes dobles 
(nhx1,2-2 y nhx1,2-14) y silvestre (Col-0) cultivadas durante 2 semanas en solución nutritiva 
control (1mM KCl), se transfirieron a una solución nutritiva sin potasio. Tras una semana de 
crecimiento en esta solución, las plantas se fotografiaron (a) y se determinó el peso fresco (b). 
 
 
Las diferencias de peso fresco de las plantas de las líneas dobles mutantes respecto a 
la línea silvestre (54% menor) eran del mismo orden que las observadas en condiciones control 
(1 mM K
+
) (Figura R.1.26 b). En cuanto a los síntomas de estrés, el nivel de clorosis que se 
observaba en los bordes de las hojas era similar en las plantas de las línea control y de las 
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líneas dobles mutantes. Estos datos parecen confirmar que las plantas dobles mutantes no son 




R.1.7.4.5. Análisis de los contenidos iónicos de plantas cultivadas en distintas 
concentraciones de K+. 
 
La falta de función de los antiportadores AtNHX1 y AtNHX2 produce una serie de 
efectos fenotípicos que se pueden resumir en retraso en el desarrollo, menor producción de 
semillas en condiciones estándar de cultivo y en mayor sensibilidad cuando se cultivan en altas 
concentraciones de K
+
. Es posible que estos efectos estén relacionados directamente con 





 de plantas de la línea control y de las líneas dobles mutantes en tres 
tipos de ensayo, cada uno definido por un régimen distinto de disponibilidad de potasio: (1) 
plantas de tres semanas de edad cultivadas en solución nutritiva estándar (1 mM KCl) y 
sometidas a un tratamiento de hambre de K
+
 (0 mM de K
+
) durante de 72 horas, unas 
condiciones en las que las plantas mutantes no muestran diferencias fenotípicas con respecto 
a las plantas silvestres; (2) plantas de una semana de edad crecidas en una solución nutritiva 
estándar (1 mM de KCl) se cultivaron durante dos semanas adicionales en una solución 
nutritiva con 10 mM de K
+
, una concentración elevada pero que no supone un estrés extremo 
para las plantas; (3) plantas de una semana de edad crecidas en solución nutritiva estándar (1 
mM KCl) y cultivadas durante dos semanas adicionales en una solución nutritiva con 20 mM de 
K
+
, una concentración en la que las diferencias en el peso fresco y los síntomas de estrés 
registrados en la plantas de las líneas dobles mutantes son tan severos que parece indicar que 
la actuación de AtNHX1 y AtNHX2 es esencial.  
Las plantas de las líneas dobles mutantes sometidas al régimen (1) mostraron un 
mayor contenido de K
+
 que las plantas de la línea silvestre, aunque no se encontraron 






 (Tabla R.1.4).  
 
 
Líneas K+ (mM) Na+ (mM) Ca2+ (mM) Mg2+(mM) 




















Tabla R.1.4. Contenido de K
+
 de plantas sometidas a hambre de K
+
. Se cosecharon plantas 
de 3 semanas (estadio vegetativo) sometidas a 72 h de hambre de K
+









 en la parte aérea. Las letras diferentes muestran que las 
diferencias son significativas a P<0.05 (Test LSD). 
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En las plantas sometidas al régimen (2) no se encontraron diferencias significativas 
entre el contenido de K
+
 de la parte aérea de las líneas dobles mutantes y la línea control 
(datos no mostrados). Sin embargo, el aspecto de las plantas mutantes cultivadas en esta 
concentración de K
+
 parecía indicar un nivel de estrés superior al inducido a las plantas 
silvestres, ya que la turgencia de sus hojas era apreciablemente menor. Además, en esta 
concentración de K
+
 el peso fresco de la raíz de las plantas dobles mutantes era 
significativamente menor que el de las plantas de la línea silvestre.  
En las plantas cultivadas según el régimen (3) las líneas dobles mutantes contenían 
menos K
+
 que las silvestres (Figura R.1.27). Considerando las evidencias indirectas descritas 
en los apartados anteriores (apartados R.1.7.3 y R.1.7.4.3), los mutantes nhx1 nhx2 podrían 
estar mostrando alteraciones en la capacidad de compartimentación de K
+
 en la vacuola. Estas 
alteraciones se harían más evidentes en condiciones de alta disponibilidad de K
+
 (20 mM) 
porque el exceso de K
+
 citosólico no puede ser absorbido eficientemente por la vacuola. El 
hecho de que los contenidos netos de K
+
 sean menores en las líneas dobles mutantes en estas 
condiciones puede atribuirse a una modulación negativa sobre los sistemas de adquisición de 
K
+ 
inducida por concentraciones anómalamente altas de K
+
 citosólico. De hecho, la velocidad 
de absorción de Rb
+
 registrada en las plantas de las líneas dobles mutantes es menor que en 
las de la línea control (apartado R.1.7.4.3). Por tanto, en estas plantas la distribución subcelular 
de K
+
 podría estar alterada, de forma que el contenido vacuolar de K
+
 sería menor que en las 
plantas silvestres pero el citosólico podría resultar excesivo. Una consecuencia derivada de 




























































Figura R.1.27.Contenido de K
+
 en la parte aérea de plantas cultivadas en 20 mM de K
+
. 
Plantas de la línea silvestre (Col-0) y de las líneas mutantes (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) se 
cultivaron en medio hidropónico durante dos semanas con solución nutritiva suplementada con 




R.1.7.4.6. Crecimiento en condiciones de estrés osmótico. 
 
 En apartados anteriores se determinó que las vesículas de tonoplasto aisladas de 







presumiblemente, menor capacidad para acumular K
+
 en la vacuola que las plantas de la línea 
control (apartados R.1.7.3. y R.1.7.4.3.). El potasio almacenado en la vacuola es utilizado en 
las células como osmolito para ayudar al ajuste osmótico celular. De hecho, la transcripción de 
los genes AtNHX1 y 2 se activa por estrés osmótico y por aplicación directa de ABA, cuya 
producción se dispara como consecuencia de este tipo de estrés (Yokoi et al., 2002). Además, 
el estudio del patrón de expresión de los genes AtNHX1 y AtNHX2 demuestra una expresión 
preferente en las células de guarda de los estomas (Shi y Zhu, 2002; Li et al., 2004; Cubero, 
comunicación personal). Por tanto, estas proteínas podrían intervenir en dos de los fenómenos 
asociados a la tolerancia a estrés osmótico: almacenamiento de osmolitos en la vacuola y 
cierre estomático.  
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Para confirmar la implicación de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en el ajuste osmótico 
de Arabidopsis, se cultivaron plantas de las líneas de mutantes simples (nhx1.1, nhx1.3 y 
nhx2.1), de la líneas dobles mutantes nhx1,2-2 y nhx1,2-14, y de la línea silvestre en cultivo 
hidropónico con solución nutritiva estándar con 1 mM de K
+
 (apartado M.1.2.4) durante 3 
semanas. Se seleccionaron 4 plantas de cada línea con un porte similar y se transfirieron a 
tubos de ensayo que contenían 40 ml de la misma solución nutritiva suplementada con 20 % 
(p/p) de PEG6000 (apartado M.10.3.5). Las plantas se pesaron antes de iniciar el tratamiento 
(tiempo 0) y durante el tratamiento a las 0.5, 1, 2, 4 y 6 horas (Figura R.1.28). Una vez 
terminado el experimento se determinó la pérdida de agua sufrida por estas plantas como 
consecuencia del tratamiento. Las plantas de las líneas dobles mutantes sufrieron una mayor 
pérdida de agua que las plantas de las líneas mutantes simples y que la línea control (Figura 
R.1.28). Los mutantes simples nhx1.1, nhx1.3 y nhx2.1  también perdieron más agua que la 
línea silvestre, aunque en menor grado que las plantas de las líneas dobles mutantes (Figura 
R.1.28).  
Tras determinar la pérdida de agua en las plantas completas a las 6 h desde el inicio 
del tratamiento (Figura R.1.28, a y b), se tomaron 4 plantas de cada línea doble mutante y de la 
línea silvestre, se lavaron las raíces con agua destilada y se transfirieron a una nueva solución 
nutritiva control sin PEG6000 (apartado M.10.3.5). Durante el período de recuperación las 
plantas de las líneas dobles mutantes desarrollaron inflorescencias y silicuas, pero los daños 
causados por el estrés al que se habían sometido parecían irreversibles: produjeron una gran 
cantidad de antocianina, los extremos de las inflorescencias se marchitaron (señalados con 
flechas blancas en la Figura R.1.29 a) y las silicuas se secaron cuando todavía eran pequeñas 
e inmaduras. Por el contrario, las plantas de la línea silvestre se recuperaron y produjeron 
silicuas sanas (Figura R.1.29 a). El peso fresco de las plantas dobles mutantes era menor que 

































































Figura R.1.28. Ensayo de tolerancia a estrés osmótico. Plantas de la línea control (Col-0) y 
de las líneas de mutantes dobles (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) crecieron en solución nutritiva control 
(1 mM KCl) durante 3 semanas. Tras este tiempo se transfirieron a tubos de ensayo 
independientes y se sometieron a choque osmótico (20% PEG6000) durante 6h. En (a) se 
muestra la evolución de los síntomas de estrés a la largo de la duración del ensayo. En (b) se 
muestra el peso fresco al inicio del experimento (t: 0h) y a tras 0.5, 1, 2, 4 y 6 horas. Se tomó 
como 100% el peso fresco inicial y la disminución del % de peso fresco corresponderá a las 




































Figura R.1.29. Recuperación tras un choque osmótico. Plantas de la línea control (Col-0) y 
de las líneas de mutantes dobles (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) crecieron en solución nutritiva 
estándar (1 mM KCl) durante 3 semanas. Tras este tiempo se transfirieron a tubos 
independientes y se sometieron a choque osmótico (20% PEG6000) durante 6 h. Una vez 
finalizado el experimento se lavaron las raíces con agua destilada y se cultivaron en solución 
nutritiva control, para determinar su recuperación tras el choque osmótico. A las 2 semanas se 
fotografiaron (a), se cosecharon y se determinó el peso fresco (b) y el contenido de agua (datos 




Los resultados obtenidos tras someter a las diferentes líneas mutantes a un choque 
osmótico con PEG6000 confirman la implicación de estas proteínas en la tolerancia frente a 
este tipo de estrés. Posiblemente, la mayor sensibilidad de las plantas dobles mutantes es una 
consecuencia directa de sus deficiencias en la capacidad de compartimentar K
+
 (apartados 
R.1.7.3 y R.1.7.4.3). La acumulación de K
+
 en la vacuola es una estrategia utilizada por las 
plantas para disminuir el potencial hídrico celular y mantener la capacidad de absorción de 
agua. Es posible que las plantas deficientes en AtNHX1 y AtNHX2 acumulen una cantidad 
insuficiente de K
+
 en la vacuola y sufran una mayor pérdida de agua que la línea silvestre. En el 
apartado R.1.7.4.4 se muestra que en cultivo hidropónico con concentraciones moderadas de 
K
+
 (20 mM) las líneas dobles mutantes exhiben un contenido de agua menor que la línea 
control. Teniendo además en cuenta que la acumulación de sus mRNA aumenta en respuesta 
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a ABA y que tienen un alto nivel expresión en los estomas, estos genes podrían estar 
relacionados también con el control del cierre estomático en condiciones de estrés osmótico.  
 
R.1.7.5. Caracterización morfológica y funcional de los estomas. 
 
  Las plantas de las líneas dobles mutantes parecen estar afectadas en la 
compartimentación subcelular de K
+
 y muestran perturbaciones en la capacidad de respuesta a 
estrés hídrico que se reflejan en un menor contenido de agua y peor recuperación que la línea 
silvestre tras un choque osmótico (apartado R.1.7.4.6). Podría existir una relación causal entre 
ambos rasgos fenotípicos considerando que los mecanismos de control del movimiento 
estomático están directamente relacionados con el  flujo de K
+
 y agua entre las células de 
guarda y las células acompañantes. Por tanto, se investigó la posibilidad de que la función 
estomática de los mutantes nhx1 nhx2 pudiera estar afectada. 
 
R.1.7.5.1. Determinación de la conductancia estomática.  
 
  Los estomas son sistemas de intercambio gaseoso, por lo que alteraciones en la 
conductancia estomática podrían reflejar deficiencias en la funcionalidad de los estomas de las 
plantas de la líneas mutantes. Se midió la conductancia estomática de estas líneas con un 
analizador de intercambio gaseoso por infrarrojo (IRGA) en condiciones estándar y durante un 
choque osmótico semejante al descrito anteriormente (20% PEG6000) (apartado M.12). Tanto 
en condiciones control como durante el choque osmótico las plantas de las líneas mutantes 
mostraron una mayor conductancia estomática que las plantas de la línea silvestre (Figuras 
R.1.30 y R.1.31). 
Durante  un tratamiento de estrés hipertónico la conductancia estomática seguía 
cinéticas distintas en las plantas de la línea silvestre y en la línea mutante. Tras la aplicación 
del choque osmótico la línea silvestre respondía de forma inmediata, alcanzando en 7 minutos 
un 50 % de disminución de la de la conductancia estomática con respecto a la que tenía en 
condiciones estándar. Sin embargo, la línea mutante respondía más lentamente ya que tardaba 
25 minutos en alcanzar el 50 % de la reducción de la conductancia estomática (Figura R.1.31 
a).  
Durante el choque osmótico la variación de la actividad fotosintética fue en paralelo con 
la de la conductancia estomática de las líneas respectivas. Sin embargo, al final del tratamiento 
y a pesar de mantener unos valores similares de conductancia estomática, la actividad 
fotosintética de la línea mutante caía por debajo de los valores de la línea control (Figura 
R.1.31 b). Esta caída de la actividad fotosintética de las plantas dobles mutantes podría reflejar 
que los daños causados por el estrés osmótico a estas plantas son de tal naturaleza que, como 
ya se ha descrito en el apartado R.1.7.4.6, les impide recuperarse tras un choque osmótico. 
 
 










































































Figura R.1.30. Conductancia estomática en condiciones estándar de crecimiento. Se 
determinó la conductancia estomática (a) y la actividad fotosintética (b) de plantas de 3 
semanas de la línea control (Col-0) y de las líneas dobles mutantes (nhx2x1-2 y nhx2x1-14) 
cultivadas en solución nutritiva estándar (1 mM de KCl), utilizando un analizador de intercambio 






































































































































Figura R.1.31. Cambios en la conductancia estomática durante un choque osmótico. 
Plantas de la línea control (Col-0) y de mutantes dobles (nhx1,2-2) crecieron en solución 
nutritiva control (1 mM KCl) durante 3 semanas. Tras este tiempo se transfirieron a tubos 
independientes y se sometieron a un choque osmótico (20% PEG6000). Se determinó la 
variación de la conductancia estomática (a) y la actividad fotosintética (b) de cada una de las 
líneas utilizando un analizador de intercambio gaseoso por infrarrojo. Los valores se registraron 
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De acuerdo con estos resultados se podría concluir que las plantas dobles mutantes 
pierden más agua durante un tratamiento de estrés osmótico debido a un peor de control del 
cierre estomático en estas condiciones.  
 
R.1.7.5.2. Análisis de la densidad y morfología estomática. 
 
En el apartado anterior se han descrito diferencias en la conductancia estomática de 
las líneas dobles mutantes con respecto a la silvestre. Estas diferencias pueden deberse a 
varios factores: deficiencias en la capacidad de respuesta a estrés, anomalías morfológicas y/o 
diferencias en el número de los estomas. 
Se determinó la densidad de los estomas de plantas de las distintas líneas, tomando 
impresiones en cianoacrilato del envés de hojas de la roseta totalmente expandidas de plantas 
cultivadas en medio hidropónico durante 3 semanas. Se obtuvieron imágenes de estas 
impresiones y se contabilizó el número de estomas por campo. Las líneas dobles mutantes 
tenían un número de estomas (nhx1,2-2: 6.8 estomas/campo y nhx1,2-14: 6.2 estomas/campo) 
algo menor que la línea control (7.9 estomas/campo) (Figura R.1.32) y que las líneas de 
mutantes simples (nhx1.1: 7.65 estomas/campo, nhx1.3: 7.1 estomas/campo y nhx2.1: 7.9 
stomas/campo), pero estas ligeras diferencias no podrían justificar por sí solas las grandes 
diferencias fenotípicas en la conductancia estomática y capacidad de ajuste osmótico entre las 
plantas mutantes y control.  
Para analizar posibles diferencias morfológicas de los estomas que pudiesen 
relacionarse con el fenotipo mutante se recurrió a la microscopía electrónica de barrido (SEM). 
En las imágenes obtenidas se observó que la morfología de los estomas de las líneas mutantes 
era diferente a la observada en la línea control, diferencias que esencialmente se traducen en 
una anormal falta de turgencia que no se corresponde a ningún estado fisiológico del estoma 
silvestre (Figura R.1.33). Las deficiencias morfológicas y funcionales de los estomas de las 
líneas mutantes podrían estar relacionadas directamente con las perturbaciones en la 
homeostasis de K
+
 que parecen exhibir las líneas mutantes, por lo que se procedió a comparar 
el perfil iónico vacuolar de estas líneas con el de la línea silvestre  



































Figura R.1.32. Impresión de estomas en cianoacrilato. Se tomaron hojas maduras de la 
roseta de plantas de 3 semanas de la línea control, de mutantes simples y dobles, cultivados 
en solución nutritiva control (1mM de KCl), para realizar el molde de su envés en cianoacrilato. 
Se analizaron las imágenes tomadas a las impresiones  de las hojas para determinar el número 







Figura R.1.33. Imágenes de los estomas obtenidas por SEM.  Plantas de la línea control 
(Col-0) y de las líneas dobles mutantes (nhx1,2-2 y nhx1,2-14) se cosecharon y se congelaron 
inmediatamente en nitrógeno líquido. A continuación se tomaron imágenes de las secciones 
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R.1.7.6. Análisis de la compartimentación vacuolar de Na+ y K+ en las células 
estomáticas.  
 
En los estomas existe una relación directa entre las fluctuaciones del contenido de K
+
 
de las células de guarda y la regulación de la apertura/cierre estomático. Como se ha descrito 
en los apartados anteriores, las diferencias encontradas en la conductancia estomática de las 
líneas dobles mutantes y la control puede ser consecuencia de las anomalías morfológicas de 
las células guarda de las líneas dobles mutantes. Para intentar relacionar las evidentes 
alteraciones morfológicas de los estomas de las líneas dobles mutantes con una 






, se determinó el contenido 
iónico vacuolar de las células guarda y de las células acompañantes en plantas silvestres y 
mutantes nhx1 nhx2 utilizando la técnica de microanálisis de rayos X por microscopía 
electrónica de barrido (SEM-EDX, apartado M.14). Es importante tener en cuenta que la 
resolución de esta técnica, si bien es buena a nivel estructural, está limitada por el hecho de 
que las medidas realizadas sólo permiten determinar las diferencias relativas entre los 
contenidos iónicos de las distintas líneas y no sus contenidos absolutos. Tal y como se 
esperaba, no se registraron diferencias en el contenido de Na
+
 entre ambos tipos de líneas. Sin 
embargo, el contenido de K
+
 de las vacuolas de las células guarda y de las células 
acompañantes era claramente menor en las líneas dobles mutantes que en la línea silvestre 
(Figura R.1.34), lo que podría explicar las anomalías morfológicas y funcionales de los estomas 
de las plantas mutantes. A su vez, estas deficiencias en la función estomática serían la causa, 
al menos en parte, de la falta de ajuste osmótico de estas líneas mutantes en un medio 
hipertónico. El menor contenido vacuolar de K
+
 en las células guarda de las plantas mutantes, 
junto con el resto de las evidencias indirectas que se han reunido a lo largo del presente 
capítulo, apuntarían a una posible función de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en la 
compartimentación vacuolar de K
+
 para mantener un distribución celular adecuada, tanto en 























































































Figura R.1.3.4. Compartimentación vacuolar. Contenido relativo de K+ de las vacuolas de las 
células de guarda (a) y de las células acompañantes (b) de plantas de la línea control (Col-0) y 
de las líneas dobles mutantes nhx2x1-2 y nhx2x1-14, determinado mediante la técnica de  
SEM-EDX. % nº de cuentas indica el número de cuentas registrado para cada elemento en 
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CAPÍTULO 2 
Caracterización funcional de líneas transgénicas de tomate 
sobreexpresantes del gen AtNHX1. 
 
En el Capítulo I de Resultados se ha determinado que la carencia de las proteínas 
AtNHX1 y AtNHX2 les confiere a las plantas de Arabidopsis sensibilidad a estrés osmótico y a 
altas concentraciones de K
+
, retraso en el desarrollo y deficiencias en la tasa de crecimiento y 
en la producción de semillas en condiciones de cultivo estándar. La intervención de estas 
proteínas en la tolerancia a estrés salino parece estar más relacionada con la creación de un 
reservorio vacuolar de K
+
 que con la compartimentación de Na
+
. Otros autores, para analizar la 
implicación de las proteínas NHX en la tolerancia a salinidad, han producido plantas 
transgénicas de distintas especies (Solanum lycopersicum, Arabidopsis thaliana, Brassica 
napus, Triticum aestivum, Oryza sativa, Lolium perenne) que sobreexpresan el gen AtNHX1, el 
homólogo de este gen de la especie halofita Atriplex gmelini (AgNHX1) y el de arroz (OsNHX1), 
y los resultados obtenidos han sido muy dispares (apartado I.5.4.4). Aunque la sobreexpresión 
de estos genes confiere tolerancia a salinidad en distinto grado según la especie, se dispone 





 en la vacuola. En esta tesis se ha utilizado una aproximación similar 
(sobreexpresión del gen AtNHX1 en plantas de tomate), para complementar los datos 
obtenidos con los mutantes nulos de Arabidopsis en los genes AtNHX1 y/o AtNHX2 y obtener 
más información sobre la implicación de estos antiportadores en la tolerancia a estrés salino, a 
estrés osmótico y en la nutrición de K
+
, tanto en situaciones de estrés como en condiciones 
estándar de cultivo. 
 
R.2.1. Generación de plantas transgénicas de tomate e identificación de líneas 
portadoras del transgén. 
 
La actividad antiportadora determinada en vesículas de tonoplasto de las plantas de 
Arabidopsis dobles mutantes nhx1 nhx2 mostró que la proteína AtNHX1 es parcialmente 






 vacuolar (apartado R.1.7.4.3). Para 




 y el crecimiento de las 
plantas, tanto en condiciones estándar como en condiciones de estrés salino y osmótico, se 
produjeron líneas transgénicas de tomate (Solanum lycopersicum L. cv Microtomate) 
transformadas con el gen AtNHX1 (apartado M.1.2.1). Los posibles transformantes se 
seleccionaron en un medio suplementado con kanamicina (apartado M.6.3.3) Las plantas 
resistentes al antibiótico se transfirieron a suelo y a las 3 semanas se les extrajo DNA 
(apartado M.2.1.2) y mediante la técnica de PCR (apartado M.3.1) se realizaron amplificaciones 
utilizando 3 parejas de oligonucleótidos, en distintas condiciones (Anexo IV), para confirmar los 
eventos de transformación. Se seleccionaron como líneas transgénicas aquéllas que mostraron 
bandas del tamaño adecuado en las amplificaciones con los oligonucleótidos específicos para 
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el transgen AtNHX1 (~1.6 Kb), el gen NPTII, que confiere resistencia a kanamicina (~550 pb), y 
el gen TOM41 (una actina de tomate), que se utiliza como control positivo de la calidad de la 
muestra de DNA (~750 pb ) (Figura: R.2.1). 
 
 




Figura R.2.1. Resultado de las PCRs de las posibles plantas transgénicas de tomate. Se 
extrajo el DNA de plantas de la línea control y de posibles líneas transgénicas (N380, N376 y 
N367), seleccionadas por mostrar resistencia a kanamicina. Se analizaron mediante la técnica 
de PCR utilizando 3 parejas de oligonucleótidos: nhx1J5’/3’(transgén AtNHX1, banda ~1.6 Kb), 
NPTII5’/3’ (gen de resistencia a kanamicina: NPTII, banda ~550 pb) y actina tom 5’/3’ (control 
de calidad: TOM41, banda ~760 pb). Los números pertenecen a líneas independientes de 
mutantes (1:N380, 2:N376, 3:N367 y 4: control. M: marcador de peso molecular).  
 
 
Las líneas transgénicas independientes se propagaron por autofecundación hasta fijar 
líneas homocigotas para la inserción de los genes AtNHX1 y NPTII. Se consideraron 
homocigotas aquellas líneas en las que se obtuvo un resultado positivo en la reacción de PCR 
con los oligonucleótidos específicos para AtNHX1 en todas las plantas de la descendencia. En 
promedio, se analizaron 50 plantas de las generaciones T2 y T3 en cada línea transgénica. Se 
seleccionaron para análisis posteriores las líneas transgénicas independientes N380, N376, 
N374, N367 y N352. 
 
R.2.2. Análisis del nivel del expresión de AtNHX1 en las líneas transgénicas. 
 
R.2.2.1. Cuantificación de la acumulación de mRNA del gen AtNHX1. 
 
Las líneas transgénicas producidas mediante la inserción de un T-DNA, en el que está 
incluido un gen determinado (en nuestro caso AtNHX1), muestran distintos niveles de 
expresión de éste probablemente causados por los efectos posicionales de cada inserción. 
Para caracterizar molecular y fisiológicamente sólo aquellas líneas que tuvieran una 
acumulación significativa de AtNHX1 se cuantificó el nivel de acumulación de mRNA de este 
gen en cinco líneas transgénicas independientes por “northern-blot” y/o RT-PCR. Se extrajo el 
RNA total de las líneas N380, N367, N352 y silvestre (control) (apartados M.4.1 y M.9.3.1) y se 
realizó un análisis por “northern-blot” usando una sonda específica para AtNHX1 que se 
correspondía con los 370 pb del extremo 3’ de este gen, incluyendo el codón de parada, y otra 
sonda específica para el gen de expresión constitutiva TOM41 (apartados M.4.3 y M.9.3.2). 
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Todas las líneas analizadas expresaban AtNHX1, aunque sólo una de ellas, la línea N367, 
mostró un nivel de expresión significativamente más elevado que la línea Col-0 de Arabidopsis, 





1         2         3        4         5
 
 
Figura R.2.2. “Northern-blot” de  las plantas de tomate portadoras de AtNHX1 . Se analizó 
el nivel de acumulación del mRNA del gen AtNHX1 en la línea control de tomate, la línea 
silvestre de Arabidopsis (Col-0) y las líneas transgénicas (N380, N367 y N352), mediante un 
ensayo “northern-blot” usando 15 µg RNA total por carril. El filtro se hibridó con sondas 
específicas, marcadas con P
32
, para este gen (panel superior) y para el gen de expresión 
constitutiva en tomate TOM41 (panel inferior), que se utilizó para normalizar las cantidades de 
RNA cargadas en cada carril. Los números señalan las distintas líneas analizadas (1: N380, 2: 
N367, 3: N352, 4: control de tomate y 5: Col-0 tras choque salino). 
 
 
Adicionalmente se analizó la acumulación del mRNA en las líneas transgénicas 
utilizando la técnica de RT-PCR semicuantitativa (apartados M.4.4 y M.9.3.3) y oligonucleótidos 
específicos para los genes AtNHX1 y TOM41 (Anexo IV). Mediante esta técnica se identificaron 
otras dos líneas, N376 y N374, que también mostraban una acumulación significativa del 





1    2    3  4    5
 
 
Figura R.2.3. RT-PCR semicuantitativa de las líneas de tomate portadoras del transgen 
AtNHX1. Se extrajo el RNA total de la línea control de tomate, de la línea silvestre de 
Arabidopsis (Col-0) y de las líneas transgénicas (N376, N374 y N367). Se analizó el nivel de 
acumulación del mRNA de AtNHX1 en cada una de estas líneas mediante la técnica de RT-
PCR, usando oligonucleótidos específicos para AtNHX1 (nhx1J-5’/3’: 1.6Kb)  (panel superior) y 
para TOM41 (Act tom 5’/3’: ~550 pb) (panel inferior). Los números corresponden a las distintas 




 Se consideró la posibilidad de que el gen AtNHX1 tuviera regulación post-
transcripcional de los niveles de mRNA en condiciones de estrés salino, como se ha descrito 
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 de membrana plasmática AtSOS1, responsable de la extrusión de 
Na
+
 al exterior celular (Shi et al., 2003). Mediante la técnica de RT-PCR semicuantitativa se 
analizó la acumulación de mRNA de dicho gen en la parte aérea de la línea control y de 
distintas líneas transgénicas de tomate (N380, N374, N376 y N367) cultivadas en condiciones 
control y tras un choque salino (5 h en 150 mM de NaCl), utilizando oligonucleótidos 





N380        N376        N374       N367      Control
C     S C     S C     S C     S C     S
 
 
Figura R.2.4. RT-PCR semicuantitativa de la parte aérea de las plantas de tomate. RT-
PCR semicuantitativa del RNA total de la parte aérea de las líneas de tomate portadoras del 
transgen AtNHX1 (N380,N374,N376 y N367) y de la línea control  en condiciones control (C) y 
tras un choque salino (S). Se usaron oligonucleótidos específicos para AtNHX1 (panel superior) 
y para la actina de tomate TOM41 (panel inferior).  
 
 
No se observaron diferencias en la acumulación de mRNA de AtNHX1 en las plantas 
cultivadas en condiciones control  y las plantas sometidas a un choque salino, por lo que se 
puede concluir que la acumulación del transcrito del gen AtNHX1 no está sometida a regulación 
postranscripcional mediada por estrés salino.  
 
R.2.2.2. Expresión de la proteína AtNHX1 en las líneas transgénicas de tomate. 
 
 Para medir el nivel de producción de la proteína AtNHX1 en cada una de estas líneas 
se purificaron membranas totales de raíces de plantas de las líneas transgénicas que 
sobreexpresaban AtNHX1 (N380, N376, N374 y N367) (apartado M.5.1.2). Se realizó una 
partición de dos fases para discriminar entre la membrana plasmática y los microsomas 
(apartado M.5.1.3).  
Se disponía de un suero completo con anticuerpos para el extremo carboxiterminal de 
AtNHX1. Se purificaron por afinidad los anticuerpos anti-NHX1 a partir de este suero (apartado 
M.5.6) y se titularon usando membranas de microsomas de la línea transgénica N367 
(apartado M.5.6), obtenidas como se describe en el apartado M.5.1.3. Una vez determinada la 
concentración adecuada de anticuerpos a utilizar se realizó un análisis “western-blot” 
(apartados M.5.5 y M.9.4.2) de la línea transgénica N367 y de la línea control, utilizando 30 µg 
de membranas microsomales y una dilución 1:500 de los anticuerpos purificados. El análisis 
mostró que en la línea transgénica N367 se expresa la proteína AtNHX1 (~50 KDa) en las 
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membranas que corresponden a los microsomas. Se observó también el marcaje de una banda 
de aproximadamente 100 kDa, de naturaleza incierta pero que probablemente corresponde a 
un dímero de la proteína AtNHX1 ya que esta banda de mayor tamaño no se detecta en los 
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Figura R.2.6. Análisis “western-blot” de la expresión de AtNHX1 en la línea N367 de 
tomate.  Se realizó un ensayo de “western-blot” con 30 !µg de proteínas de membranas de 
endosomas de la línea transgénica N367 y de la línea control. Se incubó con una dilución 1:500 
del anticuerpo purificado. (1: N367 2: control, 3: carril vacío, 4: 100ng del extremo carboxilo 
terminal de AtNHX1 fusionada a GST (GST::NHX1ct), 5: 30 µg de membranas N367 teñidas 
con Coomassie, 6: 30 µg de membranas de la línea control teñidas con Coomassie, M: 
marcador de pesos moleculares de proteínas y 8: 100ng de GST::NHX1ct teñida con 
Coomassie. Las flechas señalan los tamaños de las bandas obtenidas. 
 
 
R.2.3. Determinación de la actividad antiportadora en vesículas de tonoplasto. 
 
Las plantas de las línea transgénica de tomate N367 acumulan la proteína AtNHX1 en 
la fracción microsomal (Figura R.2.6). En el capitulo I se describió que las vesículas de 







que la línea silvestre (apartado R.1.7.3). Para determinar si 
la expresión de la proteína AtNHX1 confiere una mayor capacidad antiportadora a las vacuolas 
de las plantas de las líneas transgénicas
 
de tomate, se purificaron vesículas de tonoplasto 
(apartado M.15.1) de las raíces de la línea control y de la línea transgénica N367 y se midió su 




 mediante un análisis fluorimétrico (apartado M.15.2), 
análogo al realizado con las vesículas aisladas de las plantas de Arabidopsis. Las vesículas de 
tonoplasto aisladas de raíces de plantas jóvenes de la línea transgénica N367 y de la línea 









 en todas las concentraciones de NaCl y de KCl ensayadas (Figura R.2.7). En ninguno de 




. Como control 
de la integridad de las vesículas de tonoplasto se midió la actividad V-ATPasa (Tabla R.2.1).  
 
 






























































































































 en vesículas de tonoplasto de 
raíces. Se aislaron vesículas de tonoplasto de raíces de plantas jóvenes de la línea control  y 
de la línea transgénica N367. Se determinó la actividad antiportadora para Na
+
 y para K
+
 en 
distintas concentraciones de NaCl (a) y de KCl (b) (5, 12.5, 25, 50, 100 y 200 mM) mediante 
ensayos fluorimétricos.  
 
 
  ATPasa  Na+/H+ K+/H+ 
Control 128.5a 147.5a 158.2a 
N367 94.4a 302.1b 314.7b 
 
Tabla R.2.1. Actividad ATPasa vacuolar y actividad antiportadora Na+,K+/H+. Se determinó 






  usando 100 mM NaCl 
o KCl, en vesículas de tonoplasto, aisladas desde raíces de plantas jóvenes de la línea 
transgénica N367 y de la línea control  (los valores numéricos corresponden a las unidades: 




). Los valores son la media de 3 experimentos independientes. Las 
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R.2.4. Análisis del crecimiento de las líneas transgénicas NHX1 de tomate en 
condiciones estándar y en condiciones de estrés salino. 
 
R.2.4.1. Ensayos de estrés salino en medio hidropónico. 
 
 Para identificar las posibles consecuencias de la introducción y sobreexpresión del gen 
AtNHX1 en la tolerancia al estrés salino de plantas de tomate se analizó el fenotipo de las 
plantas de la línea control y de las líneas transgénicas N380, N376, N374 y N367 (las dos 
últimas líneas son las que presentan un nivel de acumulación del mensajero AtNHX1 más 
elevado). Las plantas se cultivaron en medio hidropónico con una solución nutritiva estándar con 
4 mM de K
+
 (apartado M.1.2.4)  en condiciones control (0 NaCl) o tras la adición de NaCl de 
forma gradual (25 mM de NaCl cada 8h) hasta alcanzar una concentración de 75 ó 150 mM 
NaCl, dependiendo del experimento (apartado M.11.1). Se cultivaron en estas condiciones 
hasta fructificación. No se observaron diferencias entre el peso fresco de la parte aérea ni del 
de la raíz de las plantas de la línea control y de las líneas transgénicas N380, N376, N374 y 
N367 cultivadas en condiciones estándar (Tabla R.2.2). En condiciones de tratamiento salino (75 
y 150 mM de NaCl) el crecimiento de la parte aérea y de la raíz disminuyó progresivamente en 
todas la líneas, aunque no se observaron diferencias entre las líneas transgénicas y la línea 
control (Tabla R.2.2). Al tratarse de una especie con interés agronómico, uno de los parámetros 
que interesa analizar a nivel fenotípico es la producción de frutos en condiciones control y tras 
un tratamiento salino. Para ello se determinó el número de frutos por planta y su peso fresco 
(Tabla R.2.2). En todas las líneas se observó una reducción en la producción de frutos en 
condiciones de elevada salinidad (150 mM NaCl). Sin embargo, no existe una correlación clara 
entre la expresión de AtNHX1 y el nivel de producción en las distintas líneas, por lo que  las 
pequeñas diferencias en el nivel de producción de frutos descritas anteriormente pueden ser 
consecuencia de efectos posicionales de las correspondientes inserciones de T-DNA en cada 
una de las líneas, o efectos atribuibles a variación somaclonal entre líneas.  
 Al no observarse diferencias entre el crecimiento de la línea control y las líneas 
transgénicas durante un tratamiento salino gradual, se tomaron plantas de las líneas 
transgénicas N367 y de la línea control y se sometieron durante 5 días a un choque salino, 
añadiendo 150 mM Na2SO4 a la solución nutritiva (apartado M.11.1). Tras el choque salino se 
determinó la recuperación de las plantas tras 5 días de crecimiento en solución nutritiva 
estándar. Las plantas de la línea control no se recuperaron, mientras que las de la línea 
transgénica N367 se recuperaron y continuaron creciendo tras este tratamiento (Figura R.2.8). 
En conclusión, sólo se encontró un efecto positivo de la expresión de AtNHX1 en plantas de 
tomate en experimentos en los que las plantas se sometieron a un choque salino, pero no tras 












 NaCl  
(mM) 
PF P. aérea (g) / planta PF  frutos (g) / planta Nº frutos /planta 
Control 37.2a 14.8a 13a 
N367 
 
0 36.7a 14.9a 19b 
Control 29.0a 10.7a 12a 
N367 
 
75 31.5a 9.1a 12a 
Control 24.5a 7.5a 7.4a 
N367 
 
150 20.8a 3.4b 4.1b 
Control 39.4a 21.3a 11a 
N376 
 
0 44.2a 27.0a 20b 
Control 29.5a 14.5a 8a 
N376 
 
75 29.9a 15.6a 11a 
Control 17.9a 6.9a 5.5a 
N376 
 
150 15.0a 6.9a 6.5a 
Control 47.5a 23.0a 14a 
N380 
 
0 42.1a 19.4a 10a 
Control 38.0a 18.5a 10a 
N380 
 
75 37.2a 16.3a 10a 
Control 32.4a 5.9a 4a 
N380 
 
150 35.5a 13.2b 8b 
 
Tabla R.2.2. Crecimiento de la parte aérea y producción de frutos en plantas de líneas 
transgénicas portadoras de AtNHX1 y de la línea control Las plantas de la línea control y de 
las líneas transgénicas N380, N376 y N367 se cultivaron en medio hidropónico, en condiciones 
control (0 NaCl) y en condiciones de tratamiento salino (75 y 150 mM NaCl). Cada línea 
transgénica (N380, N376 y N367) se ensayó en experimentos independientes junto con la línea 
control. Tras cosechar las plantas se determinó el peso fresco de la parte aérea de cada planta 
(PF P.aérea/planta), el peso fresco de los frutos recogidos de cada planta (PF frutos/planta) y 
el número de frutos cosechados de cada planta (Nº frutos/planta). Los datos son las medias de 
3 experimentos independientes. Las letras distintas muestran que las diferencias son 
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Control                                                       N367
 
 
Figura R.2.8. Recuperación tras un choque salino. Plantas de la línea control y de la línea 
transgénica N367 se sometieron a un choque salino (5 días en 150 mM Na2SO4), tras los que 
se recuperaron durante 5 días adicionales en una solución nutritiva estándar.  
 
 
R.2.4.2. Determinación de los contenidos de Na+ y K+ en las plantas de transgénicas de 
tomate. 
 
 Para determinar el efecto de la sobreexpresión de AtNHX1 en la homeostásis iónica de 




 (apartado M.13) de las plantas 
de la línea control y de las líneas transgénicas N380, N376, N374 y N367 en condiciones 
estándar y tras someterlas a un tratamiento salino (75 ó 150 mM NaCl) hasta fructificación. La 
línea transgénica N367 mostró un mayor contenido de K
+
 en la parte aérea que la línea control, 
en condiciones estándar y tras el tratamiento de estrés salino. Sin embargo, no se encontraron 
diferencias entre el contenido de Na
+
 de la parte aérea de las plantas transgénicas y de las 
plantas control en ninguna de las condiciones ensayadas. En cuanto a las raíces, las de las 
plantas de la línea transgénica N367 mostraron unos contenidos iónicos análogos a los 
determinados en la parte aérea, aunque tenían el mismo contenido de K
+
 en 150 mM NaCl y 
menor contenido de Na
+
 en 75 mM NaCl que las raíces de las plantas control (Tabla R.2.3).   
Estos resultados son consistentes con los que se obtuvieron al analizar los contenidos 
iónicos de la parte aérea del resto de las líneas transgénicas (con la excepción de la línea 
N376) cultivadas en condiciones control  y tras someterlas a un tratamiento salino (75  y 150 
mM NaCl) (Tabla R.2.4). Las discrepancia entre los contenidos iónicos de la línea N376 y el 
resto de las líneas transgénicas pueden ser consecuencia del menor nivel de expresión de 
AtNHX1, que a su vez podría deberse a efectos posicionales de la inserción del gen. 
El análisis de los contenidos iónicos de estas plantas parecen apuntar a la implicación de la 
proteína AtNHX1 en la acumulación de K
+






 se encuentra localizado 
en la vacuola, por lo que presumiblemente estará contribuyendo a la formación de un 
reservorio vacuolar de K
+
. Considerando las importancia del uso del K
+
 como osmolito durante 
episodios de estrés salino, la posible intervención de la proteína AtNHX1 en la tolerancia a 
estrés salino podría estar más relacionada con el mantenimiento de la homeostasis de K
+
 que 
con la de Na
+
.  
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Parte aérea       
Control 110.3a 3.1a 35.2a 110.0a 16.9a 193.1a 
N367 126.9b 3.3a 50.7b 113.6a 26.4b 200.9a 
Raíz       
Control 80.3a 2.9a 57.9a 103.7a 49.7a 138.8a 
N367 96.4b 1.6a 66.2b 75.8b 49.4a 127.1a 
 
Tabla R.2.3. Contenidos iónicos. Se cultivaron plantas de tomate de la línea control y de la 
línea transgénica N367 en medio hidropónico con solución nutritiva control o suplementada con 
distintas concentraciones de NaCl (75 y 150 mM). Se cosecharon tras la fructificación y se 
determinó su contenido de K
+
 y de Na
+
 mediante espectrometría de absorción atómica. Los 
resultados mostrados son la media de 3 experimentos independientes. Las letras diferentes 






















Control 103.7 a 3.2 a 40.8 a 93.4 a 19.3 a 252.7 a 
N367 142.6 b 3.4 a 56.9 b 103.9 a 34.7 b 221.7 a 
N374 171.0 c 4.1 a  61.4 b 101.8 a 33.5 b 177.5 a 
N376 169.0 c 4.1 a 48.8 a 145.8 b 24.4 a 225.7 a 
N380 145.6 b 3.7 a 54.2 b 117.1 a 36.4 b 171.2 a 
 
Tabla R.2.4. Concentración de Na+ y K+ en hojas. Se determinó la concentración de Na+ y K+ 
en hojas de plantas de líneas transgénicas (N367,N374, N376 y N380) y de plantas de la línea 
control, cultivadas hasta fructificación en condiciones estándar (0 NaCl) y en distintas 
concentraciones de NaCl (75 y 150 mM NaCl). Los datos son las medias de 3 experimentos 




R.2.5. Análisis del crecimiento en distintas concentraciones de potasio. 
 
Los resultados obtenidos al analizar el contenido iónico de las plantas transgénicas en 
condiciones control y tras someterlas a tratamiento salino son consistentes con un modelo en el 
que la función fisiológica de AtNHX1 no esté relacionada con la compartimentación de Na
+
 sino 
con la de K
+
. Se observó una mayor acumulación de K
+
 en las plantas transgénicas que en las 
silvestres, pero esta diferencia no se extendía de manera general a la acumulación de Na
+
, que 
era similar a la correspondiente a la línea silvestre. La ausencia de un incremento significativo 
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de acumulación de Na
+
 en los tejidos durante los tratamientos salinos ya se había observado 
en plantas transgénicas de otras especies que sobreexpresaban AtNHX1 (Ohta et al., 2002; 
Fukuda et al., 2004; Xue et al., 2004). En conjunto, estos resultados, junto con los obtenidos 
durante la caracterización fisiológica de los mutantes de Arabidopsis descrita en el Capítulo I 
de este trabajo parecen indicar que la proteína AtNHX1 está implicada en la compartimentación 
de K
+
 y no de Na
+
. Para determinar la implicación de la proteína AtNHX1 en la 
compartimentación de K
+
 en ausencia de estrés salino se analizó el crecimiento de las plantas 
de la línea control y de la línea transgénica N367 en distintas concentraciones de K
+
 (1, 4 y 50 
mM K) (apartado M.11.2) y se determinó el contenido de K
+
 (apartado M.13) en hojas 
totalmente expandidas de ambas líneas, en cada una de las concentraciones ensayadas, tras 
13 días de crecimiento (Tabla R.2.5). Las plantas de la línea transgénica N367 exhibieron un 
mayor contenido de K
+
 que la línea control en todas las concentraciones utilizadas. Dado que 
esta diferencia ocurría tanto en concentraciones bajas como elevadas de K
+
, la mayor 
acumulación de K
+
 sería independiente de la disponibilidad de este macronutriente en el medio.  
 
 
                  K+ en solución nutritiva (mM) 
  1 4 50 
Control 61.4a 110.3a 266.4a 
N367 81.1b 126.9b 280.4b 
 
Tabla R.2.5. Concentración de K
+
 en hojas totalmente expandidas. Se determinó la 
concentración de K
+
 (mM) en hojas totalmente expandidas de plantas de la línea transgénica 
N367 y de la línea control . Las plantas se cultivaron en solución nutritiva con distintas 
concentraciones de K
+
 (1, 4 y 50 mM K
+
) durante 13 días. Las letras distintas muestran las 
diferencias que son significativas con P<0.05 (Test LSD).   
 
Adicionalmente, las plantas de la línea control y de la línea transgénica N367 se 
cultivaron durante 2 semanas en condiciones de muy baja disponibilidad de K
+
 (0.1 mM) 
(apartado M.11.2). En este caso los síntomas de deficiencia de K
+
 aparecieron mucho antes en 
las plantas de la línea transgénica que en las plantas de la línea control (Figura R.2.9). Este 
fenotipo resulta sorprendente ya que, como en todas las concentraciones ensayadas 
anteriormente, las plantas de la línea transgénica N367 tenían una mayor concentración de K
+
 
que las plantas de la línea control (Figura R.2.9). Paradójicamente, la introducción de esta 
proteína vacuolar aumenta la concentración de K
+
 en las plantas transgénicas pero 
imposibilitando su utilización en situaciones de baja disponibilidad de potasio.  
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Control                    N367
 
 
Figura R.2.9. Crecimiento en 0.1 mM K
+
. Plantas de la línea control  y de la línea transgénica 
N367 se transfirieron desde una solución nutritiva completa (4 mM K+) a otra con 0.1 mM K
+
. 
Tras dos semanas de crecimiento en estas condiciones se tomaron hojas maduras de ambas 
líneas, se fotografiaron y se determinó su contenido de K
+
 . Los resultados del contenido de K
+
 
fueron: Control, 42.8 mM; N367, 70.2 mM. 
 
 
R.2.6. Determinación de la absorción de K+. 
 
Los resultados anteriores parecen indicar que al menos parte del reservorio interno de K
+
 
en las líneas transgénicas no está disponible para su utilización en procesos metabólicos y que, 
muy probablemente, la concentración citosólica de K
+
 es menor que la de la línea silvestre. De ser 
así, la disminución de la concentración de K
+
 citosólica podría activar los sistemas de absorción 
de K
+
 de la raíz (Ashley et al., 2006). Para determinar si las diferencias en el contenido de K
+
 
entre las líneas control y las que sobreexpresan AtNHX1 también se reflejan en un aumento en la 
absorción de este macronutriente, se realizaron ensayos de absorción de Rb
+
 para medir la toma 
de K
+
 (apartado M.11.3) en las plantas de la línea control y de la línea transgénica N367. Se 
cultivaron plantas de la línea control y de la línea transgénica N367 en solución nutritiva estándar 
durante 3 semanas. Se seleccionaron 5 plantas de idéntico porte de cada línea y se transfirieron a 
una solución nutritiva sin K
+
 durante 96 h. A continuación se transfirieron a una solución nutritiva 
suplementada con 10 o 100 !"M de Rb
+
 durante 10 minutos, transcurridos los cuales los que se 
cosecharon las raíces para  determinar su contenido de Rb
+
  (Tabla R.2.6). La velocidad de 
absorción de Rb
+
 fue superior en las plantas de la línea N367 que en las plantas de la línea control 
en las dos concentraciones de Rb
+
 ensayadas, 10  y 100 "M de Rb
+
 (Tabla R.2.6). En ensayos 
análogos en los que se incluía la línea transgénica N380 se obtuvieron resultados similares (datos 
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 Absorción de Rb+ (µmol / g h) 
Líneas 10 µM Rb+ 100 µM Rb+ 
Control 0.85a 1.79a 
N367 2.29b 7.34b 
 
Tabla R.2.6. Velocidad de absorción de Rb
+
. Se estimó la absorción de K
+
 utilizando el ion 
análogo Rb
+
 como elemento trazador. Se cultivaron plantas de la línea control y de la línea 
transgénica N367 en solución nutritiva control. Se tomaron plantas de todas las línea y se 
transfirieron a solución nutritiva sin potasio durante 96 h. Tras este tiempo se transfirieron 
durante 10 minutos a una solución nutritiva suplementada con 10 o 100 mM Rb
+
. Se 
cosecharon las raíces y se determinó la tasa de absorción de Rb
+
. Los datos se expresan como 
µmoles por gramo de peso freso y hora. Las letras diferentes muestran las diferencias que son 
significativas con P<0.05 (Test LSD).  
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los experimentos descritos 
anteriormente se podría inferir que la actividad de la proteína AtNHX1 promueve la absorción 
de potasio en las líneas transgénicas, posiblemente debido a un exceso de compartimentación 
de este ión. 
 
R.2.7. Análisis del nivel de acumulación de mRNA del transportador de potasio de alta 
afinidad LeHAK5 
 
Los sistemas de transporte de alta afinidad son los responsables de la captación de 
potasio en condiciones de baja disponibilidad de este macronutriente (Epstein et al., 1963). 
HAK5 es uno de los transportadores de K
+
 de alta afinidad (HAK) aislados en distintas especies 
vegetales  (Santa-María et al., 1997; Rubio et al, 2000; Bañuelos et al, 2002; Martínez-Cordero 
et al., 2004). El análisis transcripcional del gen HAK5 de tomate muestra que este gen se 
reprime cuando las plantas son cultivadas en solución nutritiva con K
+
 y se induce tras someter 
a las plantas durante 7 días a un tratamiento de hambre de K
+
 (Nieves-Cordones et al., 2007). 
Por tanto, el nivel de acumulación del mRNA de este gen puede ser un buen indicador del nivel 
de deficiencia de K
+
 que experimenta la planta. Las plantas de la línea control y de la línea 
transgénica N367 cultivadas en solución nutritiva estándar (4 mM K
+
) se sometieron a un 
tratamiento de 48 ó 96 horas de hambre de K
+
. Tras este tratamiento de cosecharon las raíces y 
se determinó el nivel de acumulación del mRNA del gen LeHAK5 mediante la técnica de RT-PCR 
(apartados M.4.4 y M.9.3.3), usando oligonucleótidos específicos para este gen (Anexo IV). Se 
utilizó el gen TOM41  para normalizar las cantidades de cDNA en cada una de las muestras. En 
condiciones estándar de cultivo ninguna de las líneas mostró acumulación de transcrito LeHAK5.  
Tanto a las 48 como a las 96 horas del tratamiento de hambre de K
+
, sólo la línea transgénica 
mostró acumulación del mRNA de LeHAK5, demostrando una respuesta más temprana que las 
plantas control (Figura R.2.10).  
Estos resultados parecen indicar que en estas condiciones de ensayo las plantas 
transgénicas experimentan un mayor grado de deficiencia de K
+
 que las de la línea control, 
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manifestada por una activación transcripcional de LeHKA5 más temprana. Este resultado es 
consistente con que las plantas transgénicas exhiban mayores niveles de absorción de K
+
 que 





48           96                          48           96
LeHAK5
TOM41
1      2      3 4      5     6      7     8      9    10    11    12
+K +K
-K -K
Control                                  N367
 
 
Figura R.2.10. Análisis de la expresión de LeHAK5 en respuesta a hambre de K+. Plantas 
de la línea control (1-6) y de la línea sobreexpresante N367 (7-12) se cultivaron en condiciones 
estándar (+K ) (1,2 y 7,8), o se sometieron a 48 (3, 4 y 9, 10) ó 96 h ( 6, 7 y 11,12) de hambre 
de K
+
 (-K). Tras ese tiempo se recolectaron las raíces y se determinó el nivel de expresión de 
LeHAK5 mediante RT-PCR. En el panel superior se presentan los resultados obtenidos al 
utilizar oligonucleótidos específicos para LeHAK5. En el panel inferior se muestra la 
amplificación del cDNA de TOM41, que se utilizó para normalizar la cantidad del cDNA de cada 
una de las muestras.  
 
 
 Las plantas de las líneas transgénicas de tomate mostraron síntomas de deficiencia de 
K
+
 antes que las plantas de la línea silvestre (apartado R.2.5, Figura R.2.9) y tenían una mayor 
acumulación de mRNA del transportador de K
+
 de alta afinidad LeHAK5 (Figura R.2.10), lo que 
es un síntoma de deficiencia de K
+
, aunque la contenido de K
+
 estas plantas es mayor que el 
de la línea control (Tabla R.2.5). Para resolver esta contradicción se determinó el contenido 
citosólico de K
+
 mediante ensayos de electrofisiología (Anexo I). Efectivamente, el contenido 
citosólico de K
+
 de las plantas de las líneas transgénicas era menor que el de las plantas de la 
línea control, y ésta podría ser la causa de los acentuados síntomas de deficiencia de potasio 
registrados en estas plantas. 
 
R.2.8. Análisis de la compartimentación vacuolar de Na+ y K+ mediante el uso de la 
técnica SEM-EDX. 
  
 El análisis de los contenidos iónicos en condiciones control y tras someter a las plantas 
a tratamiento salino ha revelado que las plantas de las líneas transgénicas que expresan 
AtNHX1 tienen mayor contenido de K
+
 en hojas y raíces que las plantas de la línea control 
(apartado R.2.4.2) que presumiblemente estaría compartimentado en las vacuolas celulares. 
Para verificar esta hipótesis se han determinado los contenidos iónicos vacuolares de las 
plantas de la línea control  y de la línea transgénica N367 cultivadas en una solución nutritiva 
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suplementada con distintas concentraciones de NaCl (1, 75 o 150 mM) usando la técnica de 
microanálisis de rayos X en secciones congeladas (SEM-EDX, apartado M.14) (Figura R.2.11).  
 En las plantas transgénicas cultivadas en 1 mM Na
+
 y 0.5 mM K
+
, el contenido de K
+
 de 
las vacuolas de las células del córtex de la raíz era mayor que el de las plantas control, 
mientras que el contenido de Na
+
 era menor. Sin embargo, en las células del cilindro vascular 
de la raíz no se encontraron diferencias significativas en los contenidos iónicos con respecto a 
la línea control (Tabla R.2.7). También se analizó el contenido iónico de vacuolas de células del 
córtex y del cilindro vascular de la raíz de las plantas de ambas líneas cultivadas en 75 y 150 
mM de NaCl. Los resultados obtenidos también mostraron una mayor acumulación relativa de 
K
+
 en las plantas de la línea transgénica que en las de la línea control (Tabla R.2.8). A 
diferencia de los resultados obtenidos en los análisis  de células de hoja, sí se encontró un 
menor contenido de Na
+
 en el córtex y el cilindro vascular de las plantas de la línea 
transgénica, en comparación con la línea control, en ensayos con una solución nutritiva 
suplementada con 150 mM NaCl  (Tabla R.2.8).  
 
 
Figura R.2.10. Imagen tomada 
mediante microscopía electrónica de 
barrido (SEM). Sección congelada de
células del mesófilo foliar, seleccionadas 
para el análisis del contenido iónico 





                                   Nº cuentas (%) 
Córtex K+ Na+ 
Control 0.62a 0.44a 
N367 0.89b 0.31b 
Cilindro vascular   
Control 0.50a 0.39a 
N367 0.49a 0.33a 
 
Tabla R.2.7. Contenido vacuolar de K+ y Na+ en la raíz de plantas cultivadas en 1 mM Na+. 




 de las vacuolas de las células de la raíz (córtex y cilindro 
vascular) de plantas de la línea control y de la línea transgénica N367, cultivadas en 1 mM 
NaCl y 0.5 mM de K
+
. Las raíces de ambas líneas se procesaron simultáneamente. Los valores 
presentados son el % del total de cuentas registradas. Las letras diferentes indican las 
diferencias que son significativas con P<0.05 (Test LSD). 
 En las dos condiciones de estrés salino utilizadas (75 y 150 mM NaCl) se registró un 
mayor contenido de K
+
, determinado como señal relativa, en las vacuolas de las células del 
parénquima lagunar y de las células en empalizada del mesófilo foliar de la línea transgénica 
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N367 en comparación con las correspondientes muestras de la línea control (Tabla R.2.8). En 
cuanto al contenido de Na
+ 
entre esos tipos celulares en ambas líneas, los resultados fueron 
más variables. Así, en 150 mM de NaCl el contenido de Na
+
 es menor en la línea transgénica 
que en la control, aunque en 75 mM de NaCl no se encontraron diferencias (Tabla R.2.8).   
 
 
                                            NaCl (mM) 
Tipo celular y línea 75 150 
 













Control 0.02a 0.63a 0.15a 0.75a 
N367  0.41b 0.83a 0.24b 0.36b 
Células empalizada      
Control 0.09a 0.23a 0.13a 0.67a 
N367 0.36b 0.83a 0.44b 0.73a 
Córtex     
Control 0.32a 0.36a 0.86a 1.24 a 
N367 0.48a 0.62b 1.95a 0.63 b 
Cilindro vascular     
Control 0.17a 0.86a 0.36a 1.6a 
N367 0.24b 1.11a 2.99b 1.08b 
 





 de las vacuolas de las células del mesófilo foliar (células en empalizada 
y células del parénquima lagunar) y células de la raíz (córtex y cilindro vascular) de plantas de 
la línea control y de la línea transgénica N367 , cultivadas en 75 ó 150 mM NaCl. Las hojas de 
ambas líneas se procesaron simultáneamente. Los valores  presentados son el porcentaje del 
total de cuentas registradas. Las letras diferentes indican las diferencias que son significativas 
con P<0.05 (Test LSD). 
 
 
 Estos resultados corroboran los datos de los análisis del contenido iónico en hojas y raíces 
descritos en el apartado R.2.4.2, por lo que se le puede asignar a AtNHX1 la función de 
compartimentar K
+
 en las vacuolas de las hojas y de las raíces como se había sugerido 
anteriormente. En condiciones de elevada salinidad, las raíces de las plantas transgénicas 
acumulan menos Na
+
 que las plantas de la línea control. Esta diferencia podrían reflejar la elevada 
capacidad de compartimentar K
+
 de la proteína AtNHX1, que interviene en el la tolerancia frente a 




 y reduciendo el estrés 
hiperosmótico causado por la elevada salinidad utilizando el K
+
 como osmolito en la vacuola.  




D.1. Planificación experimental. 
 







 vacuolares AtNHX1 y AtNHX2 en el mantenimiento de la homeostasis celular y la 
tolerancia a estrés osmótico y salino en plantas. Se han utilizado dos aproximaciones 
complementarias mediante la caracterización de los efectos de la falta de función de los genes 
AtNHX1 y/o AtNHX2 en un sistema homólogo, representado por líneas mutantes de 
Arabidopsis homocigotas para la inserción de una secuencia de T-DNA en ambos genes, y 
mediante la evaluación de los efectos fisiológicos de la sobreexpresión constitutiva de AtNHX1 
en un sistema heterólogo, representado por líneas transgénicas de tomate transformadas con 
el módulo de expresión CaMV35S:AtNHX1.  
Ambas aproximaciones reúnen una serie de ventajas e inconvenientes. Los mutantes 
permiten la eliminación selectiva de una función concreta. Sin embargo, la expresividad de la 
mutación puede atenuarse debido a la existencia de familias multigénicas que tienen como 
consecuencia una redundancia funcional, de tal manera que podrían no apreciarse todos los 
fenotipos asociados al proceso bajo estudio. Un ejemplo que ilustra la dificultad del estudio de 
familias multigénicas utilizando mutantes de falta de función es el de los mutantes simples cax1 
y cax3 de Arabidopsis. Ambas líneas mutantes muestran escasas diferencias fenotípicas con 
respecto a la línea control, mientras que los dobles mutantes cax1 cax3 presentan síntomas 
graves de sensibilidad a estrés por Ca
2+
 (Cheng et al., 2005). Por otra parte, aunque la 
ganancia de función en plantas transgénicas soslaya las redundancias funcionales, la 
sobreexpresión de un gen en un sistema heterólogo podría suponer la pérdida de su regulación 
nativa e incluso su inactividad. Particularmente, la sobreexpresión de transportadores iónicos 
podría causar alteraciones en el equilibrio iónico de la planta receptora del transgén debido a la 
falta de una regulación apropiada de éste. Como consecuencia de este desequilibrio se podrían 
producir efectos pleiotrópicos que dificultarían la interpretación de los resultados obtenidos 
(Pardo et al., 2006; Harling et al., 1997). El análisis de la familia CAX de antiportadores Ca
2+
/H 
vacuolares también sirve para ilustrar la dificultad del estudio de mutantes de sobreexpresión 
de transportadores iónicos. Las líneas de tabaco que sobreexpresan la proteína AtCAX1 
muestran síntomas de deficiencia de Ca
2+
 aunque acumulan mayores concentraciones de este 
catión que las plantas de la línea control. Además, estas plantas son hipersensibles a otros 




que resultan inocuas para las 
plantas de la línea control (Hirschi et al., 1999). Estos resultados ponen de manifiesto la 




 para que las plantas 
puedan desarrollarse con normalidad. 
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D.2. Intervención de las proteínas NHX vacuolares en la tolerancia al estrés salino.  
 




 encontrada en plantas fue descrita en 
vesículas de tonoplasto de remolacha (Blumwald y Poole, 1985; Niemietz y Willenbrink, 1985). 
Estos primeros datos fueron el desencadenante de una gran cantidad de estudios sobre la 
actividad de antiportadores vacuolares que podrían ser piezas clave en la tolerancia al estrés 
salino, participando en el proceso de retirada del exceso de iones Na
+
 del citosol mediante su 
compartimentación en la vacuola. En la levadura Saccharomyces cerevisiae se identificó la 
proteína ScNHX1, relacionada filogenéticamente con la familia de antiportadores de animales 





(Nass y Rao, 1998; Darley et al., 2000). Los mutantes nhx1 de S. cerevisiae mostraban una 
serie de características fenotípicas (sensibilidad a estrés salino, osmótico y a higromicina B) 
que parecían confirmar la implicación de ScNHX1 en los mecanismos de tolerancia a estrés 
salino de las levaduras, muy probablemente mediante la compartimentación de Na
+
 en la 
vacuola (Nass et al., 1997; Nass y Rao, 1998; Quintero et al., 2000). El primer antiportador de 
la familia NHX (NHE) identificado molecularmente en plantas fue el antiportador vacuolar 
AtNHX1 de Arabidopsis (Apse et al., 1999; Gaxiola et al., 1999; Quintero et al., 2000). En 
ensayos de expresión heteróloga se comprobó que la expresión de AtNHX1 en cepas nhx1 de 
levadura suprimía el fenotipo de sensibilidad a salinidad de estos mutantes, lo que sugería que 
la proteína de Arabidopsis compartía función con la de levadura o que al menos era capaz de 
sustituirla funcionalmente (Gaxiola et al., 1999; Quintero et al., 2000). Posteriormente se halló 
que, al contrario de lo que sucede en Saccharomyces donde la proteína ScNHX1 es única, 
AtNHX1 pertenece a un grupo de seis isoformas, divididas en dos subgrupos filogenéticos 
(Yokoi et al., 2002b). Se ha postulado que las proteínas NHX de tipo I AtNHX1-4) se localizan 
en el tonoplasto, mientras que las del tipo II (AtNHX5 y 6)  estarían en otras endomembranas 
distintas de la vacuola (Pardo et al., 2006).  
La producción de plantas transgénicas que sobreexpresan genes implicados en los 
distintos mecanismos de tolerancia a estrés salino de las plantas es una estrategia adecuada 
para la obtención de líneas más resistentes frente a este tipo de estrés y los secundarios 
derivados de él, como son el estrés osmótico y el oxidativo (Chinnusamy et al., 2005). 
Siguiendo esta línea de pensamiento se consideró la posibilidad de crear plantas tolerantes a 
estrés salino mediante la sobreexpresión de la proteína AtNHX1 en distintos sistemas 







 parecía un candidato adecuado como posible determinante para la tolerancia a salinidad 
en plantas. Además, la transcripción de los genes AtNHX1 y 2 se induce en presencia de NaCl, 
KCl, manitol y ABA (Shi y Zhu, 2002; Yokoi et al., 2002b), lo que los relaciona con la tolerancia 
a estrés osmótico y salino. Como resultado de la sobreexpresión de antiportadores de tipo NHX 
de varias especies se han obtenido plantas transgénicas que exhiben distintos grados de 
aumento de tolerancia frente al estrés salino (Apse et al.,1999; Zhang et al., 2001; Zhang y 
Blumwald, 2001; Ohta et al., 2002; Fukuda et al., 2004; Xue et al., 2004; Wu et al., 2005; Brini 
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et al., 2007). Sin embargo, las plantas transgénicas mostraban una gran disparidad de 




 en condiciones de estrés salino. Dependiendo de cada caso, el 
contenido de Na
+
 de las plantas transgénicas no mostraba diferencias con respecto al control 
(Ohta et al., 2002; Fukuda et al., 2004), o el contenido de Na
+
 era menor (Xue et al., 2004) o 
mayor (Apse et al., 1999; Wu et al., 2005; Brini et al., 2007). También se han reportado unos 
niveles mayores de K
+
 en plantas transgénicas expresando proteínas de tipo NHX (Xue et al., 
2004; Wu et al., 2005; Brini et al., 2007). Por tanto, tomando como base estos datos no se 
puede concluir que exista una relación directa entre la tolerancia a salinidad y la acumulación 
de Na
+
 en la vacuola mediada por proteínas de tipo NHX.  
 La caracterización fenotípica de las mutaciones nhx en Arabidopsis descritas en el 
Capítulo I de este trabajo muestra que las distintas líneas mutantes en los genes AtNHX1 
(nhx1.1 y nhx1.3) y en menor medida en AtNHX2 (nhx2.1), exhiben un tamaño menor que las 
correspondientes líneas silvestres tanto en condiciones estándar de cultivo como en ensayos 
de tratamiento salino realizados en suelo y en cultivo hidropónico (Figuras R.1.9 y R.1.11). En 
contraste con la información reportada en la literatura (Apse et al.,1999; Zhang et al., 2001; 
Zhang y Blumwald, 2001), el aumento de la sensibilidad a sal del mutante nhx1 con respecto a 
la línea silvestre tiene un carácter marginal. Este resultado concuerda con los obtenidos al 
analizar las concentraciones de Na
+
 en los mutantes nhx1 y nhx2, que no difieren 
significativamente de las que se encontraron en las líneas silvestres en todas las condiciones 
ensayadas. Sin embargo, sí se apreciaron diferencias en el contenido de K
+
 que resultó ser 
menor que el de las plantas control en condiciones estándar, aunque no durante tratamientos 
salinos moderados (Figura R.1.10).  
Las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 tienen una identidad de secuencia del 87.5% y ambas 
se localizan en el tonoplasto. Los transcritos de ambos genes aumentan su nivel de 
acumulación en respuesta a los mismos estímulos: ABA, NaCl, KCl y sorbitol (Yokoi et al., 
2002b). Además, el patrón espacio temporal de expresión de AtNHX1 y AtNHX2 es muy 
similar; AtNHX1 se expresa en todos los tejidos excepto en el ápice de la raíz (Shi y Zhu, 2002) 
y AtNHX2 también se expresa en todos los tejidos, incluyendo el ápice de la raíz (Li et al., 
2004). Ambos genes tienen un alto nivel de expresión en las células guarda de los estomas 
(Shi y Zhu, 2002; Li et al, 2004). Estas similitudes sugieren que la escasa sensibilidad al estrés 
salino de las líneas mutantes de Arabidopsis en relación a la línea silvestre podría deberse a 
una redundancia funcional de estas proteínas. Este tipo de fenómeno se ha observado en otros 
mutantes en genes que pertenecen a familias multigénicas con alta identidad de secuencia. 
Los mutantes simples cax1 y cax3, que portan una inserción de T-DNA en los genes que 
codifican para los intercambiadores vacuolares Ca
2+
/H CAX1 y CAX3, muestran escasas 
diferencias fenotípicas con respecto a la línea control, mientras que los dobles mutantes cax1 
cax3 muestran síntomas graves de sensibilidad a estrés por Ca
2+
 (Cheng et al., 2005). Otra 
posibilidad, que no puede excluirse a tenor de los resultados obtenidos, es que la implicación 
de estas proteínas en la tolerancia a sodio sea menos crucial para la planta de lo que se había 
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postulado en trabajos anteriores (Apse et al.,1999; Zhang y Blumwald, 2001; Zhang et al., 
2001).  
Para evitar el problema de que la posible redundancia funcional de las proteínas 
AtNHX1 y AtNHX2 enmascare los efectos fenotípicos de la falta de función de cada uno de 
estos genes se obtuvieron plantas dobles mutantes nhx1 nhx2 (apartados R.1.4 y R.1.5). Estos 
dobles mutantes mostraban severos defectos en el crecimiento vegetativo, baja fertilidad y 
anomalías morfológicas y funcionales en los estomas. Sorprendentemente, habida cuenta de 
que de forma reiterada se define en la literatura a las proteínas NHX como determinantes de 
tolerancia a sal, las diferencias fenotípicas observadas en las plantas de las líneas dobles 
mutantes nhx1 nhx2 respecto a la línea silvestre en condiciones estándar se mantienen en 
condiciones de estrés salino (Figura R.1.20) y los contenidos iónicos de Na
+
 de las líneas 
mutantes en condiciones estándar no difieren de los silvestres (Figura R.1.21.). Las únicas 
diferencias registradas en los perfiles iónicos de las líneas nhx1 nhx2 respecto a la línea 
silvestre se encuentran en ensayos de tratamiento salino realizados en presencia de 100 mM 
NaCl, donde se aprecia que las plantas de las líneas mutantes acumulan más Na
+
 y más K
+
 
que las plantas de la línea control, en contra de lo inicialmente esperado si es que estas 
proteínas son necesarias para la acumulación de dichos iones en vacuolas (Figura R.1.21). 
Por su parte, las plantas transgénicas de tomate que sobreexpresaban AtNHX1 no 
mostraron mayor  tolerancia a sal que las plantas de la línea control cuando el tratamiento 
salino se aplicó de una forma gradual (incrementando la concentración de NaCl de la solución 
nutritiva en 25 mM cada 8 horas, hasta alcanzar una concentración de 75 o 150 mM de NaCl) y 
se mantuvo durante un ciclo de vida completo, hasta la producción de frutos (Tabla R.2.2). Sin 
embargo, sí se observó una mayor capacidad de recuperación en las líneas transgénicas 
respecto a la línea control tras someterlas a un choque salino con 300 mM Na
+
 durante 5 días y 
transferirlas posteriormente durante 5 días a una solución nutritiva estándar (4 mM de K
+
) 
(Figura R.2.7).  
 Cuando las plantas sufren un estrés salino se produce un cambio en su perfil iónico, de 
forma que la concentración de Na
+
 aumenta gradualmente durante el tratamiento salino 
mientras que la de K
+
 disminuye (Greenway y Munns, 1980). Este fenómeno se observó tanto 
en las plantas silvestres como en las plantas de tomate que sobreexpresan AtNHX1. En 
plantas de tomate que sobreexpresan el antiportador vacuolar AtNHX1 se produce una mayor 
acumulación de K
+
 en hojas y raíces, mientras que la acumulación de Na
+
 no es 
significativamente diferente a la de las plantas silvestres, tanto en condiciones estándar como 
tras un tratamiento salino gradual (Tablas R.2.3 y R.2.4). Estas diferencias en los contenidos 
iónicos parecen confirmar los resultados obtenidos con las plantas de las líneas dobles 
mutantes nhx1 nhx2 e implican a estas proteínas en la compartimentación de K
+





Las plantas transgénicas de tomate que sobreexpresan AtNHX1 son más resistentes 
frente a un choque salino con 150 mM de Na2SO4, que frente a un tratamiento salino gradual 
(Figura R.2.7). El aumento en la acumulación de K
+
 llevada a cabo por la proteína AtNHX1 en 
las plantas transgénicas de tomate les podría conferir resistencia frente a estrés osmótico, ya 




 actúa como osmolito en la vacuola disminuyendo el potencial hídrico de la célula. Por 
tanto, la acción de las proteínas NHX podría estar relacionada más directamente con la 
tolerancia al componente osmótico del estrés salino. El fenotipo de tolerancia a estrés salino 
observado en las plantas transgénicas de tomate no parece ser un efecto del secuestro 
vacuolar de Na
+
, sino del mantenimiento de la homeostasis de K
+
 en estas condiciones. 
 
D.3. Intervención de las proteínas  NHX en la compartimentación vacuolar de K+. 
 
Para confirmar la implicación de las proteínas NHX en la compartimentación vacuolar 
de K
+
, se determinó la actividad antiportadora de las vesículas de tonoplasto de las raíces y la 
capacidad de absorción de Rb
+
, tanto en las plantas mutantes de Arabidopsis como en las 









 fueron conmensuradas en ambos casos, indicando que las 





En trabajos previos en los que se describían ensayos de transporte con vesículas de 
tonoplasto aisladas de plantas transgénicas de Arabidopsis que sobreexpresan AtNHX1 se 




, aunque no se apreció ninguna 




 (Apse et al., 1999). Sin embargo, en otros trabajos en los que 
se describen ensayos de transporte in vitro de la proteína AtNHX1 reconstituida en 
proteoliposomas artificiales se muestra que esta proteína tiene una especificidad similar por 
Na
+
 y por K
+
 (Venema et al., 2002). El análisis de las vesículas de tonoplasto de plantas 
transgénicas de tomate que sobreexpresan AtNHX1 exhiben un incremento significativo de la 
actividad antiportadora catión/protón tanto para  Na
+
 como para K
+
, aunque con menor afinidad 
por el K
+





 de AtNHX1. Además, las proteínas NHX de clase I de arroz (OsNHX1) e 
Ipomea (InNHX1 e InNHX2) suprimen la sensibilidad a NaCl y KCl de mutantes nhx1 de S. 
cerevisiae (Fukuda et al., 2004; Ohnishi et al., 2005). Como cabía esperar, las vesículas de 









 que las aisladas de las plantas de la línea control (Figura R.1.19 y 
Tabla R.1.1), lo que confirma los resultados obtenidos en ensayos in vitro con la proteína 
AtNHX1 reconstituida en proteoliposomas artificiales (Venema et al., 2002). Por otra parte, 







 de tonoplasto, deben existir otras proteínas que comparten esta 
función, ya que las vesículas aisladas de las plantas dobles mutantes no pierden el 100% de 
esta actividad, ni para Na
+
 ni para K
+
, en ninguna de las condiciones ensayadas (Tabla R.1.1). 
En Arabidopsis existen 6 genes de tipo NHX que se pueden subdividir en dos clases 
dependiendo de su similitud de secuencia (Yokoi et al., 2002b). Las proteínas AtNHX1 a 
AtNHX4 pertecen a clase I cuyos miembros se localizan en el tonoplasto (Pardo et al., 2006; B. 
Cubero, resultados sin publicar). Aunque no se ha estudiado en detalle el patrón de expresión 
espacio-temporal de los genes AtNHX3 y AtNHX4, es probable que las proteínas por ellos 
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 residual detectada en 
las vacuolas del mutante nhx1 nhx2. Además, en el genoma de Arabidopsis se han identificado 
varias familias de antiportadores catión/protón adicionales cuya localización subcelular se 
desconoce en la mayoría de los casos (Mäser et al., 2001). La familia NhaD está formada por 





E.coli. Además, el homólogo de estas proteínas en Populus euphratica (PeNhaD1) parece 
relacionado con la tolerancia al estrés salino (Ottow et al., 2005). La familia CPA2 de 
intercambiadores catión protón está formada por las proteínas CHX, que son muy numerosas 
(28), y las proteínas KEA (6). La función de algunas de estas proteínas podría estar 




 en compartimentos endosomales, como es el caso 
de AtCHX20 (Padabaman et al., 2007). Por tanto, la conservación de cierta actividad 
antiportadora en la vacuola del doble mutante nhx1 nhx2, así como las escasas diferencias 




 en la parte aérea de las líneas dobles 
mutantes con respecto a la línea control en condiciones estándar de cultivo o durante un 
tratamiento salino moderado, puede deberse a la intervención de alguna de las proteínas 
descritas anteriormente, que pueden compensar la falta de función de las proteínas AtNHX1 y 
AtNHX2.  
 En las líneas dobles mutantes la actividad de la ATPasa vacuolar es sensiblemente 
menor que la medida en las líneas silvestres, hecho que podría atribuirse a una inhibición de 
esta enzima mediada por la disminución del pH en el lumen vacuolar debida a la falta de 
actividad de los antiportadores AtNHX1 y AtNHX2. Esta disminución en la actividad ATPasa 
vacuolar se ha reportado también en plantas dobles mutantes cax1 cax3 de Arabidopsis, que 




 en la vacuola (Cheng et al., 2005)  Como cabía 
esperar, las vesículas de tonoplasto aisladas de raíces de las plantas de las líneas 







 que las de la línea control (Figura R.2.6 y Tabla R.2.1). Resultó sin embargo 





determinado in vitro correlacionó con un mayor contenido de K
+
 en las vacuolas de las células 
de la raíz y de las hojas de las líneas transgénicas respecto a las de las plantas control (Tablas 
R.2.7 y R.2.8), pero no se tradujo en una mayor acumulación vacuolar de Na
+
 en una situación 
de estrés salino. Dadas las evidencias bioquímicas reunidas en el presente trabajo, se puede 







 vacuolar medible in vitro (Apartados R.1.7.3 y R.2.3 y Figuras R.1.19 y 
R.2.6). Por tanto, la falta de función o la sobreexpresión de estas proteínas podría repercutir en 




. Para establecer la distribución subcelular de estos iones 
en las plantas transgénicas de tomate que sobreexpresan AtNHX1 se determinó su 




 mediante microanálisis por dispersión de rayos X (SEM-
EDX). La concentración de K
+
 vacuolar es mayor en las plantas de las líneas transgénicas que 
en las plantas silvestres, tanto en las células del mesófilo foliar como en las de la raíz (Tabla 
R.2.8). Además, en las plantas cultivadas en una concentración elevada de NaCl (150 mM) la 
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concentración vacuolar de Na
+
 es menor en las plantas transgénicas que en las plantas de la 
línea control. Sin embargo, no se encontraron diferencias en el contenido vacuolar de Na
+
 en 
las plantas cultivadas en condiciones moderadas de estrés salino (75 mM de NaCl) (apartado 





 en las células que forman los estomas. El contenido de K
+
 en las vacuolas de las 
células guarda y las células acompañantes de los estomas en las plantas de las líneas dobles 
mutantes nhx1 nhx2 de Arabidopsis es menor que en las plantas de la línea control. Sin 
embargo, no se han encontrado diferencias significativas en el contenido de Na
+ 
(apartado 
R.1.7.6, Figura R.1.34). 
 De todo lo anterior se deduce que la actividad de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 
parece más directamente relacionada con la compartimentación de vacuolar de K
+
 que con la 
de Na
+
. La explicación para esta observación, discrepante con las mediciones bioquímicas, no 
está clara. Yamaguchi et al., (2003; 2005) han mostrado que la actividad y especifidad por 
sustrato de AtNHX1 está regulada por calmodulina, Ca
2+
 libre y pH. Podría argumentarse que 
la expresión ectópica de AtNHX1 en plantas transgénicas de tomate resulta en una regulación 





Sin embargo, los datos obtenidos sobre los perfiles iónicos en plantas transgénicas de tomate y 
plantas mutantes de Arabidopsis son coherentes al mostrar un mayor impacto de las proteínas 
AtNHX1 y AtNHX2 sobre la homeostasis de K
+
 que sobre la de Na
+
. Existen varias hipótesis 





muestran las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 in vitro, su función in vivo se restrinja al control de la 
acumulación de K
+




 observada in vivo 
podría deberse simplemente a una mayor abundancia citosólica del ión K
+
 respecto al ión Na
+
 
en todas las condiciones de crecimiento ensayadas, o bien a que las proteínas AtNHX1 y 
AtNHX2 realmente posean una mayor especificidad por K
+
 in vivo que la manifestada in vitro. 
Finalmente, no se puede descartar la posibilidad de que otras proteínas y/o canales todavía por 
identificar puedan suplir funcionalmente la carencia de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en 








. En cualquier caso, 
los resultados consistentes obtenidos en los dos sistemas experimentales ensayados 
claramente indican una importancia mayor de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en la 
homeostasis de K
+
 que en la de Na
+
. 
 El hambre de K
+
 impulsa la absorción de K
+
 en las plantas (Siddiqi y Glass, 1987; 
Fernando et al., 1990; Shin y Schachtman, 2004). Esta activación se produce mediante la 
inducción de la expresión y/o activación de transportadores de potasio de alta afinidad que se 
ha considerado tradicionalmente como el principal mecanismo de adaptación a episodios de 
deficiencia de K
+
. En consonancia con esta hipótesis varios estudios independientes han 
demostrado que la transcripción del transportador de K
+
 de alta afinidad de Arabidopsis HAK5 
se induce en episodios de hambre de K
+
 (Ahn et al., 2004; Armengaud et al., 2004; Hampton et 
al.,2004; Shin y Schachtman, 2004; Gierth et al., 2005). Los ensayos de absorción de Rb
+
 
realizados con las líneas transgénicas AtNHX1 de tomate han dado resultados 
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complementarios a los obtenidos con los mutantes nhx1 nhx2 de Arabidopsis: Las plantas de 




) que las plantas control 
(Tabla R.2.6). Esta activación de la absorción de K
+
 a través de la raíz podría ser consecuencia 
de una actividad compartimentadora de K
+
 elevada que causaría la reclusión del ión K
+
 en la 
vacuola y, concomitantemente, una deficiencia crónica en la disponibilidad citosólica de K
+
. Las 
consecuencias directas de este desequilibrio son la aparición más temprana de síntomas de 
deficiencia de K
+
 (Figura R.2.8), la activación temprana de la expresión del transportador de K
+
 
de alta afinidad LeHAK5 (Figura R.2.9), así como la mayor avidez por este macronutriente, que 
se manifiesta en la mayor absorción a través de la raíz de la planta (Tabla R.2.6).  
Las plantas de las líneas dobles mutantes nhx1 nhx2 de Arabidopsis sometidas a 72 
horas de hambre de K
+




) menor que las plantas de la 
línea control (Figura R.1.22). En condiciones estándar de crecimiento la concentración de K
+
 
neta en las plantas de Arabidopsis dobles mutantes nhx1 nhx2 es igual que en la planta control 
mientras que en condiciones de hambre de K
+
 las plantas de las líneas mutantes nhx1 nhx2 
tienen un mayor contenido de K
+
 en la parte aérea que las plantas silvestres. Dado que la 
capacidad antiportadora de las vesículas de tonoplasto de estas plantas mutantes está 
reducida, la disminución en la velocidad de absorción de K
+
 de las plantas dobles mutantes con 
respecto a las plantas silvestres podrían deberse a una mayor concentración de K
+
 citosólico 
que las plantas control. Aunque la partición intracelular de K
+
 no se ha medido en los mutantes 
de Arabidopsis, en las plantas transgénicas de tomate se ha determinado que la elevada 
actividad del antiportador AtNHX1 conlleva una disminución en la concentración de K
+
 
citosólico con respecto las plantas de la línea control (Figura A.1.1 y Figura A.1.2, Anexo I). 
Mediante medidas electrofisiológicas se confirmó que en efecto existía un menor contenido de 
K
+
 citosólico en las líneas transgénicas AtNHX1 de tomate (55 ± 1.27 mM) que el registrado en 
las plantas control (98 ± 0.75 mM) (Anexo I). Por analogía podría pues esperarse que el 
contenido de K
+






Figura D.1. Intervención de la proteína NHX en el mantenimiento de la homeostasis 
celular en condiciones de hambre de potasio. 
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D.4. Implicación funcional de las proteínas NHX en el crecimiento vegetativo de 
Arabidopsis. 
 
La baja frecuencia de aparición de dobles mutantes nhx1 nhx2 en cruzamientos 
clásicos entre parentales homocigotos para cada uno de los dos genes, y el hecho de que sólo 
se obtuvieran éstos cuando al menos uno de los parentales exhibía una expresión residual del 
gen correspondiente, parece indicar no sólo la existencia de redundancia funcional entre 
ambos genes sino también que AtNHX1 y AtNHX2  desempeñan en la planta funciones 
esenciales que no están relacionadas exclusivamente con la tolerancia al estrés salino y 
osmótico. En condiciones estándar, las líneas mutantes nhx1 nhx2 exhiben un evidente retraso 
en el desarrollo, que se puede cuantificar atendiendo al menor peso fresco, peso seco y 
diámetro de la roseta que las plantas silvestres, tanto en suelo como en cultivo hidropónico 
(Figuras R.1.15, R.1.17 y R.1.18). Además, producen silicuas de menor tamaño y menor 
cantidad de semillas que las plantas de la línea control (Figura R.1.16).  
El K
+
 es el principal macronutriente inorgánico catiónico en la mayoría de las plantas 
terrestres. Es esencial para la planta ya que está implicado en los principales procesos 
metabólicos celulares (Gierth y Mäser, 2007): (1) interviene en el ajuste electrostático de la 
célula contrarrestando el exceso de cargas negativas aportadas por las proteínas y los ácidos 
nucleicos al ser un catión con una gran movilidad a través de la membrana plasmática; (2) está 
implicado en la activación de reacciones enzimáticas cruciales, como la formación del piruvato 
(actúa como cofactor de enzimas glicolíticas), la síntesis de proteínas, la fotosíntesis y el 
metabolismo oxidativo; y (3) contribuye en gran medida a la generación de la presión osmótica 
en la vacuola, al aumento de la turgencia celular, confiere a las plantas no lignificadas rigidez 
estructural, media la expansión celular, lo tropismos y los movimientos dirigidos por cambios en 
la turgencia (Wyn-Jones y Pollard, 1983; Schröeder et al., 1994; Marschner, 1995; Maathuis et 
al., 1996; Maathuis y Amtmann, 1999, Mäser et al., 2002). La activación de los canales y 
transportadores de K
+
 tanto en la membrana plasmática como en la vacuola está sujeta a una 
gran variedad de factores (Shabala, 2003): el régimen de luz (Spalding et al., 1992; Blatt, 2000; 
Dietrich et al., 2001), la temperatura (Ilan et al., 1995), la deficiencia en la disponibilidad de 
agua debida a situaciones de sequía o estrés osmótico (Luan, 2002), la salinidad (Golldack et 
al., 2003; Pilot et al., 2003) y la disponibilidad de K
+
 en el medio (Walker et al, 1996; Ashley et 
al., 2006). Estas modificaciones en la activación de los distintos sistemas de transporte de K
+
 
se reflejan principalmente en alteraciones en los contenidos vacuolares, que pueden variar 
entre 20 y 100 mM, mientras que  el K
+
 citosólico tiene que mantenerse en una concentración 
elevada y relativamente constante (aproximadamente 100 mM) (Leigh y Wyn-Jones 1984; 
Walker et al., 1996). En condiciones de deficiencia de K
+
 el reservorio vacuolar disminuye para 
mantener dentro de los límites adecuados la concentración de K
+
 citosólico (Walter et al., 
1996). Es evidente que un defecto severo en la capacidad de almacenamiento de K
+
 en la 
vacuola conlleva una serie de consecuencias para la planta que afectan procesos nutricionales, 
metabólicos y osmóticos. Como se ha descrito en los apartados anteriores, las proteínas 
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AtNHX1 y 2 parecen directamente relacionadas con la compartimentación de K
+
 en la vacuola. 
Además, un mutante de falta de función por inserción de T-DNA nhx1 en el ecotipo 
Wassileskija de Arabidopsis exhibe, en condiciones estándar de cultivo, menor tamaño que las 
correspondientes plantas silvestres isogénicas (Apse et al., 2003). El transcriptoma de estos 
mutantes tanto en condiciones estándar como tras un tratamiento salino con 100 mM NaCl 
reveló alteraciones en la regulación de genes relacionados con el desarrollo, el procesamiento 
de proteínas y el tráfico de vesículas (Apse et al., 2003; Sottosanto et al., 2004). Junto al 
fenotipo reportado en la literatura para el mutante nhx1 de Arabidopsis, en el presente trabajo 
se ha mostrado que los dobles mutantes nhx1 nhx2 sufren un retraso en el crecimiento con 
respecto a las líneas silvestres que se extiende durante todo el ciclo vegetativo. Esta diferencia 
se mantiene en condiciones de estrés sódico, aunque sin agravarse. Una posible explicación 
de este rasgo fenotípico puede estar relacionada con la regulación del equilibrio osmótico e 
iónico celular. El uso de iones para el ajuste osmótico es energéticamente más favorable que la 
biosíntesis de osmolitos orgánicos (Chinnusamy et al., 2005). Como estas plantas mutantes 
tienen, presumiblemente, una menor capacidad de acumulación vacuolar de K
+
 (Figura R.1.19) 
deberán utilizar osmolitos más “caros” desde el punto de vista metabólico, cómo azúcares, para 
reemplazarlo en esta función (Bohnert y Jensen, 1996; Hasegawa et al., 2000; Yokoi et al., 
2002b). El uso de este tipo de osmoprotectores podría ser en parte responsable de las 
deficiencias observadas en el desarrollo de las plantas mutantes puesto que las vías de 
síntesis de estos osmolitos están conectadas a las vías del metabolismo básico celular 







 en las plantas dobles mutantes de Arabidopsis (Figura R.1.19), el contenido neto de 
K
+
 de estas plantas en condiciones estándar de cultivo era similar al del las plantas de la línea 
control (aunque en las plantas portando mutaciones simples sí se apreció de manera 
consistente una ligera disminución; ver Figura R.1.10). Esta paradoja podría ser consecuencia 
de las diferencias entre la tasa de crecimiento y de captación de K
+
 entre ambas líneas, dos 
parámetros que podrían estar ligados. En las plantas nhx1 nhx2 existe una aparente 
disminución en la capacidad para capturar K
+
 del medio ya que, tras someterlas a hambre de 
K
+
 durante 3 días en medio hidropónico, su capacidad para tomar Rb
+
 de una solución externa 
fue sólo la mitad de las de las plantas control (Figura R.1.22). Además, en un experimento 
complementario en el que se sometieron a un exceso de K
+
 en el medio (20 mM), las plantas 
mutantes nhx1 nhx2 acumularon menos K
+
 en la parte aérea que las plantas control (Figura 
R.1.27). Considerados conjuntamente, los resultados sugieren un mayor contenido de K
+
 en el 
citosol de las plantas mutantes nhx1 nhx2 que modularía negativamente a los mecanismos de 
captación de K
+
 del medio de cultivo. Asumiendo además que la velocidad de crecimiento de 
las plantas de Arabidopsis es proporcional a la disponibilidad de nutrientes, una afectación 
negativa de la nutrición de K
+
 en el mutante nhx1 nhx2 se traduciría en una reducción del 
crecimiento. Dicho de otra manera, la disminución en la velocidad de captura de K
+
 se podría 
compensar con una baja tasa de crecimiento para preservar los contenidos netos de K
+
. Para 
comprobar esta hipótesis hubiera sido necesario realizar análisis electrofisiológicos y de SEM-
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EDX similares a los realizados con las plantas transgénicas de tomate, algo que es 
técnicamente difícil en Arabidopsis. 
Por otra parte, en condiciones de baja disponibilidad de potasio (0.1 mM) los síntomas 
fenotípicos encontrados en las plantas mutantes no son más graves que en las plantas de la 
línea control (Figura R.1.24 y Tabla R.1.2). Esto parece indicar que en condiciones de baja 
disponibilidad o carencia de K
+
 deben intervenir otras proteínas en la creación de una reserva 
de este ión para su utilización metabólica. En el tonoplasto se encuentran varios tipos de 
canales permeables para K
+
 (Shabala, 2003). Los más abundantes son los canales vacuolares 
de activación lenta SV (del inglés Slow-Activating) y los de activación rápida FV (del inglés 
Fast-Activating). Los canales SV son permeables a cationes mono y divalentes y se activan por 
Ca
2+
 citosólico y por voltaje transmembrana positivo en el interior. Los canales FV son 
selectivos para cationes monovalentes, se activan por voltaje positivo y se bloquean por 
cationes divalentes. Estos canales tienen expresión ubicua en todos los tejidos (Allen y 
Sanders, 1996). Además en las células guarda se encuentra un canal específico para K
+
 
llamado VK, independiente de voltaje, que se activa por Ca
2+
 y por alcalinización citosólica 
(Allen y Sanders, 1996; Schönknecht et al., 2002). La actividad de estos canales podría 
contrarrestar la falta de función de los antiportadores vacuolares AtNHX1 y AtNHX2, 
manteniendo una reserva de K
+
 para los momentos en que este macronutriente no esté 
disponible.  
En estudios electrofisiológicos (Walker et al., 1996; Blumwald 2000) se ha sugerido que 
los antiportadores vacuolares NHX podrían ser los responsables de retirar el K
+
 del citosol en 
las ocasiones en las que éste se encuentre en una concentración excesiva. En este trabajo se 
han utilizado distintas concentraciones de K
+ 
para probar el efecto del exceso de K
+
 en las 
plantas de las líneas dobles mutantes nhx1 nhx2 y en las silvestres. Tanto en los ensayos 
realizados en cultivo hidropónico como in vitro, las diferencias más significativas en sensibilidad 
con respecto a la línea control, determinada como disminución del crecimiento (peso fresco), se 
encontraron en las mayores concentraciones de K
+
 utilizadas en el medio (20 y 100 mM K
+
, 
respectivamente). En cultivo in vitro las mayores diferencias se encontraron en 100 mM de KCl, 
donde las plántulas de las líneas dobles mutantes nhx1 nhx2 eran un 50% menores que las de 
la línea control y mostraron síntomas de estrés más graves, ya que generalmente no llegaron a 
producir hojas verdaderas (Figura R.1.23). En 20 mM de K
+
, en cultivo hidropónico, las plantas 
dobles mutantes fueron un 90% más pequeñas que las plantas de la línea control  y tenían un 
menor contenido de agua y de K
+
 que las plantas silvestres (Figuras R.1.24, R.1.25 y R.1.27). 
Las plantas dobles mutantes contenían menos K
+
 que las plantas de la línea control. Dado que 
la actividad antiportadora en la vacuola es también menor se podría especular que las plantas 
de genotipo nhx1 nhx2 son menos eficientes a la hora de acumular K
+
 en la vacuola y que la 
saturación citosólica de K
+
 estará produciendo un envenenamiento que se manifiesta en los 
graves síntomas de estrés observados (Figuras R.1.19, R.1.24 y R.1.27).  
Es muy inusual que las plantas encuentren altas concentraciones de K
+
 en su medio 
natural, por lo que el mecanismo de regulación de la homeostasis de K
+
 en estas 
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concentraciones podría ser ineficiente o insuficiente incluso en las líneas silvestres, pasando a 
estar gravemente comprometido por mutaciones que tengan efectos relativamente moderados 
sobre la compartimentación subcelular de K
+
 u otros cationes (Hirschi, 1999; Borsani et al., 
2001). Previamente se ha reportado sensibilidad a concentraciones moderadas de potasio en 
Phaseolus vulgaris, que también es sensible a concentraciones moderadas de NaCl. Estas 
plantas parecen tener una toma de K
+
 descontrolada en concentraciones moderadas de este 
macronutriente (Benlloch et al., 1994). 
 
D.5. Mantenimiento del equilibrio osmótico. 
 
Los cambios en el potencial hídrico del medio pueden llegar a suponer un estrés 
osmótico para la planta que impida su desarrollo. Para contrarrestar este tipo de estrés las 
plantas desarrollan una gran variedad de respuestas que se extienden desde el nivel 
molecular, al celular y al organismo completo (Greenway y Munns 1980; Zhu, et al., 1997; Yeo 
1998; Bohnert y Sheveleva, 1998; Hasegawa et al. 2000). Uno de los mecanismos de las 
plantas para conservar la absorción de agua durante un episodio de estrés osmótico es la 
inhibición del canal rectificador de salida de K
+
 SKOR, necesario para la carga xilemática de K
+
 
y su transporte desde la raíz a la parte aérea. Las señales que disparan la inhibición de este 
canal son la disminución del pH y de la concentración de K
+
 intra o extracelular en las células 
de la estela. De esta forma, el K
+
 permanece en la raíz, donde actúa como osmolito para 
mantener un potencial hídrico lo bastante negativo como para que continúe la absorción de 
agua (Gaymard et al., 1998; Lacombe et al., 2000a; Liu et al., 2006; Johannson et al., 2006). 
A lo largo del presente trabajo también se han aportado evidencias que corroboran la 
implicación de las proteínas NHX vacuolares en la tolerancia a estrés hiperosmótico, como la 
gran sensibilidad de los mutantes dobles nhx1 nhx2 de Arabidopsis frente a 100 mM de KCl 
(Figura R.1.23). La tolerancia de las plantas transgénicas de tomate que sobreexpresan 
AtNHX1 frente a un choque salino (150 mM Na2SO4) también apuntan en esta dirección (Figura 
R.2.7). A la luz de estos resultados, se analizó la intervención de estas proteínas en la 
regulación osmótica, de forma independiente a la respuesta a una intoxicación iónica causada 
por el exceso de Na
+
 o de K
+
. Con este fin se sometieron las plantas de mutantes nulos de 
Arabidopsis (simples y dobles) a un choque osmótico con PEG6000. Las plantas de 
Arabidopsis de las líneas mutantes simples y dobles resultaron ser más sensibles a esas 
condiciones que las plantas de la línea control (Figura R.1.28). Estas diferencias fueron 
mayores en las plantas dobles mutantes que en los mutantes simples. Además, el daño sufrido 
por las plantas dobles mutantes nhx1 nhx2 durante el choque osmótico fue irreversible, 
mientras que las plantas silvestres recuperaron un desarrollo normal tras transferirlas a 
solución nutritiva estándar (Figura R.1.29). Estos datos apoyan la hipótesis de que las 
proteínas AtNHX1 y 2, a través de su función como transportadores de K
+
, desempeñan un 
papel relevante en la resistencia a un choque hiperosmótico que podría estar relacionado con 
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el mantenimiento del estatus de agua de la planta, la compartimentación de K
+
 en la vacuola y 
la regulación de la apertura y el cierre estomático (Figura D.2). 
 
 
Figura D.2. Implicación de la proteína NHX en el mantenimiento de la homeostasis celular 
durante un episodio de estrés hiperosmótico.  
 
 
D.6. Implicaciones en la regulación de la función estomática. 
 
Las proteínas AtNHX1 y 2 tienen altos niveles de expresión en las células guarda que 
rodean los estomas (Shi y Zhu, 2002; Li et al., 2004; B. Cubero, comunicación personal) y la 
transcripción de los genes correspondientes se activa tras la aplicación de ABA (Shi y Zhu, 
2002; Yokoi et al., 2002b). Para que se produzca la apertura estomática, en las células guarda 
se origina un aumento en la concentración de K
+
 tanto en la vacuola como en el citosol. Los 
canales rectificadores de entrada de potasio, principalmente KAT1 y KAT2 (Pilot et al., 2001), 
son los responsables de estas corrientes de entrada. Por el contrario, la disminución de la 
concentración de este ión en el citosol tiene como consecuencia el cierre estomático, ya que da 
lugar a una disminución en la turgencia de estas células. El canal rectificador de salida GORK 
es el responsable de la corriente de salida de potasio (Ache et al, 2000; Ivashikina et al., 2001). 






 vacuolares, por lo que 
atendiendo a su patrón de expresión podrían estar relacionadas con los cambios de la 
concentración de K
+
 citosólico que se suceden durante el proceso de apertura y cierre 
estomático. Las plantas dobles mutantes nhx1 nhx2 de Arabidopsis tienen una mayor 
conductancia estomática en condiciones estándar que las de la línea control, aunque ambas 
muestran una actividad fotosintética similar (Figura R.1.30). Además, las plantas de las líneas 
dobles mutantes sufren un retardo, con respecto a la línea silvestre, en el disparo del cierre 
estomático (disminución de la conductancia estomática) en respuesta a un choque 
hiperosmótico (Figura R.1.31). Durante las dos horas que se extendió este tratamiento, la 
actividad fotosintética disminuyó de forma paralela a la conductancia estomática en ambas 
líneas. Sin embargo, al final del tratamiento hiperosmótico en las plantas dobles mutantes esta 
actividad cayó muy por debajo de la de la línea silvestre, lo que parece indicar que sufren 
daños irreversibles en el aparato fotosintético. Esto podría ser la causa de la falta de 
recuperación observada en las plantas mutantes tras el choque osmótico (Figura R.1.29). 
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 Las imágenes de microscopía electrónica de barrido muestran que la morfología  de los 
estomas de las plantas mutantes está alterada (Figura R.1.33). Estas células se encuentran en 
un estado afuncional que no se corresponde con los estados fisiológicos abierto o cerrado y por 
tanto, las diferencias registradas en las capacidad transpiratoria de ambas líneas debe estar 





parece directamente relacionado con el control de la apertura estomática puesto que a través 
del transporte de K
+
 juega un papel crítico en la osmorregulación de los endosomas en las 
células guarda (Padmanaban et al., 2007). De la misma forma, las proteínas AtNHX1 y 2 
podrían intervenir en la compartimentación de K
+
 que es necesaria durante el proceso de la 
apertura estomática. Por otro lado, el tráfico de vesículas parece ser fundamental durante los 
procesos de apertura y cierre estomático, ya que las vacuolas de las células guarda que 
rodean los estomas sufren modificaciones en forma y tamaño durante el movimiento 
estomático (MacRobbie 1999; Pratelli et al., 2004). Estas vacuolas, que son pequeñas y se 
distribuyen por toda la célula cuando los estomas están cerrados, se fusionan formando un 





 ScNHX1 de levaduras se localiza en el compartimento prevacuolar y 
está implicado en la regulación del tráfico de vesículas, mediante la alcalinización de este 
compartimento (Bowers et al., 2000). La alteración de la morfología y la funcionalidad de las 
células guarda de las líneas dobles mutantes nhx1 nhx2 podría ser un reflejo de anomalías en 
el tráfico de vesículas relacionada con la capacidad intercambiadora catión/protón de las 
proteínas AtNHX1 y 2, que tendrían como última consecuencia una respuesta más lenta que 
las plantas control frente a una situación de estrés en la que se activaría el cierre estomático. 
El contenido vacuolar de K
+
 en las células acompañantes de las células guarda y en las 
células acompañantes es menor en las plantas de las líneas dobles mutantes nhx1 nhx2 que 
en las plantas de la línea control. En las células guarda de los estomas existen canales de 
entrada de K
+
 activados por hiperpolarización, que son los responsables de la apertura 
estomática, y canales de salida activados por despolarización, que intervienen durante el cierre 
estomático (para una revisión ver Shabala, 2003). En la membrana plasmática de estas células 
se encuentra una H
+
-ATPasa fotoactivable que interviene en los cambios de pH apoplástico 
(Van Volkenburgh, 1999). Los  canales KAT1 y KAT2 (de entrada de K
+
 en las células guarda), 
aumentan su actividad tras una bajada de pH extracelular y la hiperpolarización de membrana 
plasmática que resultan en la apertura de los estomas (Szyroki, et al., 2001). En situaciones de 
estrés osmótico se debe activar el cierre estomático y para ello se produce la despolarización 
de la membrana plasmática, un aumento del pH extracelular e intracelular y la disminución del 
K
+
 intracelular (Gravob y Blatt, 1998; Ache et al., 2000; Prokic et al., 2006). Además, existen 
estudios que indican que el  pH citosólico podría actuar como segundo mensajero dentro de la 
ruta de señalización medida por ABA, que desencadena el cierre estomático (Gravob y Blatt, 
1998; Blatt, 2000). La proteína GORK es un canal rectificador de salida de K
+
 que se activa de 
forma instantánea cuando se produce una disminución en el K
+
 extracelular y es el principal 
responsable del cierre estomático (Ache et al., 2000; Ivashikina et al., 2001). Considerando que 
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las plantas mutantes tienen, por término medio, un contenido neto de K
+
 similar al de las 
plantas silvestres, pero que muestran una menor concentración de K
+
 en la vacuola de las 
células guarda y de las células acompañantes, es razonable esperar que en estas células 
tengan mayor concentración de K
+
 en el citosol, por analogía con los resultados obtenidos con 
las plantas transgénicas de tomate. Además, la inactividad de los intercambiadores 
catión/protón NHX podría suponer una disminución de la aportación de protones al citosol en 





podrían contribuir a las alteraciones en la conductancia estomática descritas previamente.  
Por tanto, las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 parecen jugar un papel importante en el 
mantenimiento de las condiciones necesarias no sólo para que las células guarda de los 
estomas desarrollen su función con una capacidad de respuesta adecuada sino también para 
mantener la morfología celular, lo que les permite responder de forma eficiente a los estímulos 
causados por el estrés osmótico.  
 
D.7. Proteínas NHX y tolerancia a estrés salino: cambio de paradigma. 
 
Se ha postulado en numerosos trabajos que uno de los principales  mecanismos que 
confieren a las plantas tolerancia a salinidad es el almacenamiento de Na
+
 en la vacuola 










 vacuolares de tipo NHX 
parecían unos candidatos apropiados para realizar esta función. Sin embargo, hasta ahora no 
se dispone de evidencias concluyentes que permitan afirmar que la compartimentación de Na
+
 
en la vacuola es la responsable del incremento de la tolerancia a salinidad registrada en las 
plantas que sobreexpresan proteínas de tipo NHX. Junto a los datos obtenidos en nuestro 
trabajo se encuentran otras publicaciones en los que la halotolerancia de plantas que 
sobreexpresan NHX no se produce en paralelo con un aumento en la acumulación de Na
+
 
(Ohta et al., 2002; Fukuda et al., 2004; Xue et al., 2004). Por tanto, la acumulación de Na
+
 no 
tiene porqué ser el mecanismo responsable de la tolerancia a sal encontrada en algunas de 
estas plantas (Apse et al.,1999; Zhang y Blumwald, 2001; Zhang et al., 2001; Ohta et al., 2002; 
Fukuda et al., 2004; Xue et al., 2004). Como el fenotipo de resistencia al estrés salino es 
reproducible, cabe cuestionarse cuáles son los mecanismos adquiridos por las plantas como 
consecuencia de la sobreexpresión de las proteínas NHX que dan lugar a un incremento en la 
halotolerancia de las mismas. Considerando los datos obtenidos en esta Tesis, los 
antiportadores vacuolares AtNHX1 y AtNHX2 podrían formar parte de los mecanismos 




 que debe existir en el citosol y que 
sufre perturbaciones durante situaciones de elevada salinidad (Yeo, 1998; Maathuis y 
Amtmann, 1999; Tester y Davenport, 2003), pero no lo harían mediante la retirada del exceso 
de Na
+
 citosólico sino, aparentemente, por conferir la capacidad de aumentar el reservorio de 
K
+
 celular. De esta forma, las proteínas NHX podrían contribuir al almacenamiento de este 
macronutriente en la vacuola, dónde permanece como reserva y actúa como generador de 
turgencia para las células sometidas a un estrés osmótico (Leigh y Wyn Jones, 1984; Hsiao y 
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Läuchli, 1986). Como se muestra en el Capítulo 2 de esta Tesis, la expresión de la proteína 
AtNHX1 en plantas de tomate resulta en una mayor tolerancia al choque salino, pero no a un 
estrés salino impuesto de manera gradual, lo que es consistente con un mejor mantenimiento 
del potencial osmótico de las plantas transgénicas. Además, se ha mostrado que la expresión 





 citosólico. Como consecuencia de ello, las plantas transgénicas responden de 
manera más rápida al déficit de K
+
 activando la expresión de la proteína HAK5 implicada en el 
transporte de alta afinidad de K
+
 en las raíces. Una toma de K
+





 podría también contribuir a la halotolerancia de las plantas que 
sobreexpresan proteínas de tipo NHX. 
Es conveniente señalar que en el caso de AtSOS1 y AtHKT1, estas proteínas se 
definieron inicialmente como transportadores de K
+
 por inferencia de los fenotipos mostrados 
por mutantes nulos en estos genes en condiciones de baja disponibilidad de K
+
. En realidad, y 
como se ha demostrado posteriormente en varios trabajos, estas proteínas son transportadores 
de Na
+
 cuya actividad afecta a la nutrición de K
+
 de las plantas (Rus et al., 2001; Qiu et al., 
2002; Shi et al., 2002; Qiu et al, 2003; Rus et al., 2004). Por analogía, el hecho de que las 
proteínas AtNHX1 y AtNHX2 estén directamente relacionadas con el transporte y 
almacenamiento de K
+
 y no de Na
+
 (o en menor medida) en la vacuola, pero que esta actividad 
tenga consecuencias directas sobre la tolerancia salina de las plantas no resulta un hecho 
sorprendente ni aislado. 
Todos los datos recogidos a lo largo del presente trabajo señalan la intervención de las 
proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en la compartimentación vacuolar de K
+
 y, como consecuencia, en 
el mantenimiento de una concentración óptima de K
+
 citosólico, necesaria para el 
mantenimiento del metabolismo y la homeostasis celular. Además, se ha mostrado su crucial 
intervención en situaciones de estrés osmótico y salino, y su implicación en la regulación de la 
actividad estomática. 




1. Las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 intervienen en el mantenimiento de la homeostasis de 






2. No existe una relación significativa entre la actividad de las proteínas AtNHX1 y 
AtNHX2 y el movimiento o compartimentación subcelular de Na
+
 in planta. 
3. La implicación de las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 en la respuesta al estrés salino está 
vinculada al componente osmótico y está directamente relacionada con su capacidad 
de compartimentar K
+
 en la vacuola. 
4. Las proteínas AtNHX1 y AtNHX2 son necesarias para la regulación del movimiento 
estomático. En ausencia de ambas proteínas se produce un déficit de K
+
 en la vacuola 
de las células guarda que se traduce en severos defectos morfológicos y funcionales 
del estoma. 
5. La sobreexpresión de la proteína AtNHX1 en plantas de tomate incrementa la 
acumulación vacuolar de K
+
 a expensas del K
+
 citosólico, modula la absorción de K
+
 
por la raíz de la planta mediada por el transportador de K
+
 LeHAK5 y confiere un 
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ANEXO 1 
Medidas electrofisiológicas de la concentración de K+ citosólico. 
 
A.1.1. Materiales y métodos. 
 
Las semillas de las líneas de tomate control y N367 se esterilizaron y se hicieron 
germinar en agua destilada. A los 3-4 días se transfirieron a una solución nutritiva con 2 mM 
CaCl2 y 0.1 mM KCl. Las raíces de estas plántulas se cortaron y se montaron en una cámara de 
Plexiglas de 1.1 ml de capacidad, perfundida con una solución de ensayo (2 mM CaCl2, 0.1 mM 
KCl, 9 mM MES-Bis Tris Propano pH 6.0) a un flujo continuo de 10 ml/min. Las células 
epidérmicas de las raíces se pincharon con un microelectrodo de cristal (Rubio et al., 2004). 
Los potenciales de difusión (ED) se alcanzaron tras añadir a la solución de ensayo 1 mM NaCN 
y 1 mM ácido salicilhidroxámico (SHAM) (Fernández et al., 1999). A continuación se aumentó 




 (1, 10, 25 and 50 mM KCl o NaCl, 
respectivamente). Los potenciales de membrana se determinaron utilizando la técnica del 
microelectrodo de cristal estándar (Felle, 1981). 
La concentración de K
+
 citosólico se determinó utilizando dos métodos distintos. En una 
primera aproximación se estimó la concentración de K
+
 citosólico aplicando la ecuación de 
Nernst, asumiendo una situación de equilibrio y midiendo el potencial de difusión durante el 
incremento de la concentración externa de K
+
 (Felle et al., 1998). Adicionalmente se utilizaron  
microelectrodos de doble barrera específicos para K
+
 para medir, directamente, la 
concentración citosólica de este catión. Los microelectrodos  se pretrataron y rellenaron 
utilizando la misma técnica que se había descrito en la literatura para microelectrodos 




 (Fernández et al., 1999; Rubio et al., 2005): Tras calentar los 
microelectrodos durante 30 minutos a 180º C se silanizaron mediante la adición de una o dos 
gotas de una solución de dimetildiclorosilano/benceno (0.1% v/v), se calentaron de nuevo a 180 
ºC durante 60 minutos y una vez fríos se rellenaron con el sensor específico de K
+
. El sensor 
de K
+
 (Potassium Ionophore I-cocktail B; Fluka nº: 60398) se disolvió en 
polivinilcloruro/tetrahidrofurano (40 mg/ml), en una proporción de 30/70 (v/v) (Mithöfer et al., 
2005). Los microelectrodos rellenos con la solución que contenía el sensor de K
+
 se 
almacenaron en una cámara seca hasta que se evaporó el tetrahidrofurano. El microelectrodo 
de barrera con el sensor de K
+
 se rellenó con 500 mM KCl, mientras que el de barrera de 
voltaje y el electrodo de referencia se rellenaron 500 mM NaCl. Las puntas de los 
microelectrodos se sumergieron durante 30 minutos en una solución con 500 mM KCl para 
aclimatarlos antes de los experimentos. Las señales se medían y se sustraían 
simultáneamente con un amplificador del diferencial de alta impedancia (FD223, World 
Precision Instrument). Las diferencias se calibraron antes y después de los experimentos 
utilizando soluciones con distintas concentraciones de KCl (desde 1 a 500 mM KCl), que se 
mantenían a una fuerza iónica constante mediante la adición de MgCl2 (Walker et al., 1995). 
Las pendientes de las curvas de calibración se encontraban alrededor de 51 mV/pK
+
. Los 
Anexo 1                                                                                                                                         VIII. Anexos 
 178 
pinchazos eran estables al menos durante 30 minutos y no se encontraron diferencias 
significativas entre los Em determinados durante los pinchazos realizados con los 
microelectrodos específicos de  K
+
 y los Em, obtenidos con los microelectrodos de una barrera. 
 
A.1.2. Resultados y discusión. 
 
Una vez determinada la capacidad de la proteína AtNHX1 de compartimentar K
+
 
(apartados R.2.3), se analizó el contenido de K
+
 citosólico de las líneas transgénicas de tomate 
NHX1. Estas plantas muestran signos de deficiencia de K
+
 antes que las plantas de la línea 
control, a pesar del mayor contenido de K
+
 de sus células (apartado R.2.5). Se siguieron dos 
aproximaciones electrofisiológicas distintas para determinar la concentración de K
+
 citosólico en 
células epidérmicas de raíces de plántulas de la línea control y de la línea transgénica N367.  
No se encontraron diferencias en el potencial de membrana en células epidérmicas de 
la raíz de plántulas de la línea control y de la línea transgénica N367 tras utilizar dos inhibidores 
de la respiración (1mM NaCN y 1 mM SHAM) (Figura A.1.1 b). El potencial de difusión 




. Una vez alcanzado 
el potencial de difusión, los incrementos en la concentración de Na
+
 sólo ocasionaban 
despolarizaciones de 10 mV, tanto en  las células de la línea control, como en las de la línea 
transgénica (datos no mostrados). Las células de ambas líneas sufrían despolarizaciones más 
pronunciadas conforme se incrementaba la concentración externa de potasio (0.1, 1, 10, 25, 50 
mM KCl). En el caso de las células de la línea transgénica (N367), las despolarizaciones eran 
menores, alcanzando valores de ED menos electronegativos que las células de la línea control 
(Figura A.1.1a).  
Asumiendo que el potencial de difusión reflejaba, principalmente, el potencial de 
equilibrio del K
+




]c) aplicando los valores 




) en 10 y 25 mM K
+









Donde R, T y F tienen su significado habitual, e y c corresponden al espacio externo y 
citosólico respectivamente, y EK
+
 es el potencial de difusión de equilibrio para cada 
concentración de K
+





mayor en las células de la línea control que en las de la línea transgénica en las dos 
concentraciones  externas de K
+
 (10 y 25 mM KCl) en las que se estimó. En las células de la 
línea control fue de 84 a 102 mM, mientras que las de las células de la línea transgénica se 
encontraba entre 46 y 68 mM (Figura A.1.1b).  
Los valores estimados para la concentración de potasio citosólico utilizando la ecuación 
de Nernst fueron corroborados por los datos obtenidos con  microelectrodos específicos para 
K
+
 (Figura A.1.2). Aunque los potenciales de membrana (Em) determinados en las células de 
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las plantas de ambas líneas eran iguales (Figura A.1.2 b), la concentración citosólica de K
+
 de 
las células de la raíz de las plantas de la línea control eran cercanas a 100 mM K
+
, mientras 





Em (mV)      [K
+]c (mM)
Control    -168± 10      84-102




















Figura A.1.1. Potencial de membrana (Em) y potencial de difusión (ED) de células 
epidérmicas de la raíz, en diferentes concentraciones externas de K+. Se determinó el 
potencial de difusión de K
+
 (ED) (a) y el potencial de membrana  (Em) (b) de las células 
epidérmicas de la raíz de plántulas de la línea control y de la línea transgénica N367, en 
distintas concentraciones de K
+
 (0.1, 1, 10, 25 y 50 mM). Sustituyendo los valores de ED, 
determinados para cada concentración de K
+
 externa, en la ecuación de Nernst se estimó la 
concentración citosólica de K
+






Control -168 ± 3
























c) y potencial de membrana (Em) medidos en 
células epidérmicas de la raíz. Se registró la actividad citosólica de K
+
 (a) y el potencial de 
membrana (Em) (b), simultáneamente, en células epidérmicas de la raíz de plántulas de la línea 
control y de la línea transgénica N367. Los valores son la media ±SD de tres mediciones 
independientes. 
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Estos resultados indican que aunque las plantas de las líneas transgénicas que 
sobreexpresan AtNHX1 tienen un mayor contenido neto de potasio que las plantas de la línea 
control (apartados R.2.4.2 y R.2.5), la disponibilidad citosólica de este ión es menor, sugiriendo 
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ABA Ácido abscísico 
ACMA 9-Amino-6-cloro-2-metoxi-acridina 
Amp Ampicilina 
APS Persulfato amónico 
ATP Trifosfato de adenosina 
BSA Albúmina de suero bovino 
BTP Tampón Bis Tris-propano 
cDNA Ácido desoxirribonucleico complementario 
CIP Fosfatasa alcalina de intestino de ternera 
Col-0 Arabidopsis thaliana cv Columbia silvestre 
CPV Compartimento prevacuolar 
CTAB Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 
DEPC Dietilpirocarbonato 
DNA (ADN) Ácido desoxirribonucleico 
dNTP Desoxirribonucleótidos trifosfato 
dATP+dCTP+dGTP+dTTP 
DO Densidad óptica 
DTT Ditiotreitol 
EAA Espectrometría de absorción atómica 
EDTA Ácido etilén-diaminotetraacético 
EGTA Ácido etilén glicol-tetraacético  
EMS Etilmetanosulfonato 
EST del inglés, Expressed Sequence Tags 
g Gramos 
GFP Proteína verde fluorescente 
GST Glutatión-S-transferasa 
GTP Trifosfato de guanosina 
IPTG Isopropil-!-D-tiogalactopiranósido 







LB Medio de cultivo Luria-Bertani 
LPC Lisofosfatidilcolina 
LSD Desviación estándar lineal 
M Molar 




MOPS Ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico 
mV Milivoltios 
mRNA Ácido ribonucleico mensajero 
MS Medio Murashige-Skoog para el cultivo de 
plantas 
nm Nanómetros 
NSCC Canales de cationes no selectivos 
ORF Marco abierto de lectura 
p/v Peso por volumen 
PAR Radiación fotosintéticamente activa 
pb Pares de bases 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
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PEG Polietilenglicol 
PLATE Solución para transformación de levaduras con 
PEG, acetato de litio, Tris-HCl y EDTA 
PM Membrana plasmática 
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonio 
Poli-T Oligonucleótido de politimina 
PVP Polivinil pirrolidona 
QTL Loci de caracteres cuantitativos 
RE Retículo endoplásmico 
RH Humedad relativa 
RNA (ARN) Ácido ribonucleico 
RNAasa Ribonuclesa 
ROS Especies reactivas de oxígeno 
rpm Revoluciones por minuto 
RT-PCR PCR de transcripción reversa 
SDS N-dodecil sulfato sódico 
SDS-PAGE Electroforesis con SDS-poliacrilamida 
SEM Microscopía electrónica de barrido 
SEM-EDX Microscopía electrónica de barrido y 
microanálisis por energía dispersiva de rayos X 
SSC Tampón citrato sódico salino 
T-DNA DNA de transferencia 




Polimerasa de  DNA de la bacteria  Thermus 
aquaticus 




Tm Temperatura media de hibridación del 
oligonucleótido  
Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano 
U Unidad de actividad enzimática 
V Voltios 
V-ATPasa ATP-asa vacuolar 
YNB Medio Yeast-Nitrogen-Base para el cultivo de 
levaduras 













Vectores de clonaje 
 









Conservación y replicación de fragmentos de DNA. 
pCR-TB4 Bacterias 
 
Ampicilina/kanamicina Esta Tesis 
Plásmido utilizado como molde para producir la sonda específica para el gen !-TUBULINA-4 







Bacterias Kanamicina Invitrogen 
Conservación y replicación de fragmentos de DNA. 
pCB-ACT Bacterias Kanamicina 
 
Esta Tesis 
Plásmido utilizado como molde para producir la sonda específica para el gen TOM41, una 






Bacterias Kanamicina Esta Tesis 
Plásmido utilizado para subclonar el fragmento carboxiterminal  del gen AtNHX1 que se fusionó 




Vectores de expresión 
 






CYC1/CYC1 Mitchell et al., 
1993 







CYC1/CYC1 Esta tesis 
Plásmido utilizado para producir la fusión traduccional del extremo carboxiterminal del gen 





PMA1/ADH1 Rubio et al., 
1995 







PMA1/ADH1 Quintero et 
al., 2000 
Plásmido derivado de pDR195, utilizado para producir la sonda específica para el gen AtNHX1 







PMA1/ADH1 Yokoi et al., 
2002 
Plásmido derivado de pDR195, utilizado para producir la sonda específica para el gen AtNHX2 
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Marcador Promotor/terminador Referencias 




por el Dr. F.J. 
Quintero 
Plásmidos utilizados para la expresión estable en plantas de genes exógenos mediante 
transformación con A.tumefaciens. 
pBI321-
AtNHX1 




por la Dra. 
Teresa Ruiz 
Plásmido utilizado para transformar discos de cotiledones de tomate, para la construcción de 
plantas transgénicas de tomate portadoras del gen AtNHX1. 
 





I. PCR DIAGNÓSTICA 
 





5’CGCCTCTCTGTTTCGTTCCTCGTA3’ -630  AtNHX1 
nhx1-3’-2 
 
5’GAGACCCTACCAAACTAAGTCC3’ +442 AtNHX1 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento de 1094 pb, que incluye 630 pb de la 
UTR5’ del gen AtNHX1 y las primeras 442 pb de éste  gen, en las reacciones de PCR realizadas 
para verificar la existencia de una inserción de T-DNA en los mutantes nhx1.3. 
nhx1-5’-2 5’CACGTGCAAGTAAGTGTGGTCC3’  
 
+703 AtNHX1 
nhx1-3’ 5’CCAGAGCGTGCATATAGCAGCTAC3’  
 
+1529 AtNHX1 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento de 849 pb del gen AtNHX1 en las 
reacciones de PCR realizadas para verificar la existencia de una inserción de T-DNA en los 
mutantes nhx1.1. 
nhx2-5’ 5’GGTTGCAGCTATTCGCCTTGAGTGG3’  
 
+1893 AtNHX2 
nhx2-3’ 5’CGGTATCAGGGTTCAGTGTTAGCG3’  
 
+2942 AtNHX2 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento de 1073 pb, del gen AtNHX2 en las 
reacciones de PCR realizadas para verificar la existencia de una inserción de T-DNA en los 
mutantes nhx2.1. 






Oligonucleótido que hibrida en el borde izquierdo (LB) de la inserción de T-DNA del plásmido 
pROK, dirigido hacia el exterior de ésta inserción. Este plásmido se utilizó para construir las 
líneas de inserción de T-DNA de Arabidopsis, por lo que este oligonucleótido se ha usado para 
verificar el punto de inserción del T-DNA en las distintas líneas de mutantes de Arabidopsis 
descritas en este trabajo. 
nhx1-5’ J 5’CActcgagCAATGTTGGATTCTCTAGTGTC3’ 
 
-2 AtNHX1 
nhx1-3’ J 5’ATgcggccgcTCAAGCCTTACTAAGATCAG3’ 
 
+1598 AtNHX1 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar el cDNA completo del gen AtNHX1 (1620 pb), en las 







Oligonucleótidos utilizados para amplificar 571 pb del gen NPTII, gen que confiere resistencia a 
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kanmicina y  que es el marcador incluido en el plásmido pBI321. 
Act tom-5’  5’GTACTCTCACTGTATGCCAG3’ 
 
+361 ACTINA tomate 
(TOM41) 
Act tom-3’ 5’GCTGCTAGGAGCCAATGCAG3’  +1103 ACTINA tomate 
(TOM41) 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento de 762 pb del gen ACTINA de tomate 
(TOM41), que se ha usado como control de la calidad del DNA en las reacciones de PCR 
realizadas a las plantas de tomate. 
II. RT-PCR 
 
Oligonucleótidos secuencia Punto de 
hibridación 
cDNA 
nhx1-5’ J 5’CActcgagCAATGTTGGATTCTCTAGTGTC3’ 
 
-2 AtNHX1 
nhx1-3’ J 5’ATgcggccgcTCAAGCCTTACTAAGATCAG3’ 
 
+1598 AtNHX1 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar el cDNA completo del gen AtNHX1 (1620 pb), en las 
reacciones de RT-PCR realizadas a las plantas de Arabidopsis y de tomate. 
nhx2-5’-1 rt 5’CGCCTCTTTAACCTCTAAAAT3’ 
 
+12 AtNHX2 
nhx2-3’-1 rt 5’CCAAGTCCGGTGCTCAAG3’ 
 
+666 AtNHX2 
nhx2-5’- 2 rt 5’AGCGACCACCAGTACCAC3’ 
 
+1347 AtNHX2 
nhx2-3’-2 rt 5’CCTCGAAGGCTGTTTGGT3’ 
 
+1473 AtNHX2 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar el extremo 5’ (672pb), el extremo 3’ (144 pb) o el 
cDNA completo (1479 pb) del gen AtNHX2, en las reacciones de RT-PCR realizadas a las 
plantas de Arabidopsis. 
TB4-5’ 5’CAGTGTCTGTGATATTGCACC3’ +1053 !"TUBULINA"4  
(TB4) 
TB4-3’ 5’GACAACATCTTAAGTCTCGTA3’ +1324 !"TUBULINA"4  
(TB4) 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento de 292 pb del cDNA del gen 
!"TUBULINA-4, que se usó como control del cDNA en las reacciones RT-PCR realizadas a las 
plantas de Arabidopsis. 
LeHAK5-5’ 5’GGGACATGCTTATGGTATTGC3’ +1332 LeHAK5 
LeHAK5-3’ 5’TCATAAGTCATGCCAACCCT3’ +2335 LeHAK5 
Oligonucleótidos diseñados para amplificar un fragmento de 1020 pb del cDNA del extremo 3’ 
del gen LeHAK5 de tomate. 
Act tom-5’ 5’GTACTCTCACTGTATGCCAG3’ +361 ACTINA tomate 
(TOM41) 
Act tom-3’ 5’GCTGCTAGGAGCCAATGCAG3’ +899 ACTINA tomate 
(TOM41) 
Oligonucleótidos utilizados para amplificar un fragmento de 558 pb del cDNA del gen ACTINA de 
tomate (TOM41), que se ha usado como control de la calidad del cDNA en las reacciones de RT-
PCR realizadas sobre cDNA de plantas de tomate. 
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III. Construcción de plásmidos 
 





+1246 pb  AtNHX1 
NHX1ct-3’ 5’AagcttTCAAGCCTTACTAAGATCAGG3’ 
 
+1597 pb AtNHX1 
Olignucleótidos que amplifican un fragmento de 372 pb del extremo carboxiterminal de AtNHX1. 
Portan las dianas para las enzimas de restricción BamHI y HindIII, respectivamente (señaladas 
en minúscula). Se han utilizado para la construcción del plásmido pEG(KT)-NHX1ct, que porta la 
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